














(ber die Milchsiurebildung in unbestrahltem und bestrahltem 
Tumorgewebe'. 
Von 
Walter Haarmann. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Westfalischen Wilhelms- 
Universitat, Miinster i. Westf.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1935.) 


Nach Warburgs Untersuchungen? ist die kennzeichnende Eigenart 
des Stoffwechsels der Tumoren, daB sie in sehr viel gréBerem Ausmabe 
als alle anderen Gewebe aus Kohlenhydraten Milchsaure bilden. Ahnlich 
dem Tumorgewebe verhalten sich jugendliche wachsende Gewebe und 
ferner das Gewebe der Retina. Unter den Kohlenhydraten ist der 
Hauptmilchsaurebildner im Tumorstoffwechsel die Glucose, wahrend 
Fructose und Glykogen kaum nennenswerte Milchséuremengen  ent- 
stehen lassen. Das Verhaltnis der aus den drei Kohlenhydraten ge- 
bildeten Mi chséuremengen ist nach Warburg? 23,9: 3,3: 1.0 (fiir Hirn- 
gewebe gelten nach Lobel? ahnliche Verhaltniszahlen). Wie Haarmann4 
gezeigt hat, ist in allen Organen die Glucose ein guter Milechsdurebildner 
mit einziger Ausnahme der Skelettmuskulatur, die aus Glykogen und 
aus Hexosediphosphorséure am meisten Milchséiure entstchen labt, 
wahrend Glucose und Fructose zuriickstehen. Die iibrigen Organe 
aber, deren Milchséurebildungsvermégen bei Zusatz verschiedener 
Kohlenhydrate Haarmann systematisch durchuntersucht hat, verhalten 
sich ahnlich wie Tumorgewebe; nur stehen sie diesem in quantitativer 
Hinsicht nach. Da somit das Garungsvermégen, d. h. also die Fahigkeit 
der Milchséurebildung fiir die Lebensvorgénge des 'Tumorgewebes 
bezeichnend ist, so ergab sich daraus die Fragestellung, ob sich aus der 
Untersuchung der Milchséurebildung Riickschliisse auf die Wirksamkeit 
therapeutischer MaBnahmen ergeben kénnten. Es handelt sich also 
um den Vergleich des Milchsaéurebildungsvermégens unbestrahlter 
und bestrahlter Tumoren mit gleichzeitiger Beriicksichtigung des 
klinischen Erfolges der Strahlenbehandlung. 

Bei diesen Untersuchungen mubten aber eine Reihe von aligemein- 
giltigen physiologischen Bedingungen beriicksichtigt werden, von denen 


nach Haarmanns Untersuchungen die GréBe der Milehsaéurebildung 


' Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Westfalischen Gesell 
schaft fiir Lupus- und Krebsbekimpfung durchgefiihrt, der ich auch an 
dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aussprechen mochte. 2 War- 
burg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Jul. Springer, 1926. 


3 Lobel, diese Zeitschr. 161, 219, 1925. 1 Haarmann, ebenda 255, 103, 1932. 
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beeinfluBt werden kann. Es war deshalb erforderlich, den Kohlep. 
hydratabbau des Gewebes daraufhin zu priifen, ob auch hier die gleich 
Faktoren Geltung haben wie an anderem Gewebe. 


Versuchsanordnung. 


Als Untersuchungsmaterial dienten in der vorliegenden Arbeit mens« 
liche Tumoren, die sogleich nach ihrer Exstirpation zur Untersuchung 
kamen. Gegentiber den experimentellen Tiertumoren verdienen sie 
praktischen Griinden den Vorzug, obgleich in ihnen die Tumorzellen 
Bindegewebe, Organgewebe und zum Teil in nekrotischem Gewebe « 
gebettet liegen. Das Untersuchungsmaterial verdanken wir dem Entgeg: 
kommen der Ohrenklinik, Frauenklinik und der Chirurgischen Klinik. 

Das fein zerschnittene Gewebe (0,15 bis 2,5 g, je nach der zur Ve 


fiigung stehenden Menge) wurde in Phosphatpufferlésung, pu 7,0, m 
ohne (Kontrollversuch) und mit Zusatz von Zucker 3 Stunden lang 
evakuierten Gefien im Wasser eines Thermostaten von 37°C gehalten 
Die Konzentration des zugesetzten Zuckers in den Versuchsansatzen betrug 


in allen Fallen, in denen nichts Besonderes vermerkt ist, 0,2 °,4, bei hexosed 
phosphorsaurem Natrium (Candiolin-Natrium) entsprechend seinem 
ringeren Hexosegehalt 0,4°,. Die Milchséure wurde titrimetrisch nach de: 
bekannten Verfahren von Friedemann, Cotonio und Shaffer ermittelt. Dir 
Versuchstechnik war die von Haarmann (|. c.) angegebene. 


I. Die Milchsdéurebildung durch Tumorgewebe aus verschiedenen 
Kohlenh ydraten. 

In der ersten Versuchsreihe wurden unbestrahltem Tumorgeweb 
Glucose, Glykogen, Fructose, Hexosediphosphorsaéure als Natriumsalz 
und ferner brenztraubensaures Natrium als Milchséurebildner zu 
gesetzt. 

Neuberg, Kobel und Laser! wiesen als Abbauprodukt des Hexose- 
diphosphats durch ein Alkohol-Athertrockenpraparat des Jensen- 
_Rattensarkoms Methylglyoxal nach und schlossen hieraus, daB der 
Abbauweg zur Milchséure im Tumorgewebe tiber diese Verbindung 
fiihrt. Wie Haarmann? zeigte, haben die Organe selbst artgleicher 
Tiere in wechselndem Umfange das Vermégen, Brenztraubenséure zu 
Milchsaure zu hydrieren. 

Die Tabelle I zeigt, daB die Milchsaurebildung aus Glucose weit 
héher ist als aus anderen Milchséurebildnern. Die Werte fiir die Milch 
siurenachbildung sind von Fall zu Fall sehr verschieden, vor allem woh! 
infolge der Uneinheitlichkeit der Gewebe. In Versuch 1 und 3 ist auch 
die Fructose ein sehr starker Milchsaurebildner, desgleichen in Ver- 
such 4 die Brenztraubenséure. Im letzteren Falle, einem Lympho- 
sarkom der Tonsille, ist die Brenztraubenséure sogar der Glucos 
hinsichtlich ihres Milchséurebildungsvermégens fast gleichwertig. Das 


1 Neuberg, Kobel u. Laser, Zeitschr. f. Krebsforsch. 32, 92, 1930. 


one 


2 Haarmann, diese Zeitschr. 255, 136, 1932. 
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Tabelle lL. Unbestrahlte Tumoren. 


oO 


Milchsaure: mg-°,. 





Gewebe 


Direkter 
Versuch 
Hexose 

phosphat 


Nullversuch 
Glucose 
Glykogen 


d 


324 486 2754 504 1962 783 585 Uterusearcinom 

234 360 1063 414 58D . Gesichtscarcinom 

262 426 1930 460 1584 664 668 Lymphosarkom 

134214 1795 232 240 555 1690 Lymp] osarkom der rechten Tonsille 
203 | 217 285 | 225 — - Uterusmyom 

144/216 394 225 Uterus, normal 

180 237 1070 294 Hypertrop! ische Tonsille 

24 | 246 2320 258 - _ — Carcinom der rechten Tonsille 


zweite untersuchte Lymphosarkom (Nr. 3 der Tabelle) verhalt sich 
ganz anders. Aus Glykogen kénnen, wie auch Warburg und Downes! 
bereits gefunden haben, menschliche Tumoren keine Milchsaéure bilden, 
wohl aber aus Hexosediphosphat, wie unsere Versuche zeigen. Am 
Skelettmuskel sind Glykogen und Hexosediphosphat den anderen 
Milchséurebildnern tiberlegen. 

Der Vergleich eines Uteruscarcinoms, eines Uterusmyoms (Nr. 5 
der Tabelle) und normaler Uterusmuskulatur zeigt die enormen quanti- 
tativen Unterschiede. Und zwar ist das Myomgewebe in seinem Milch- 
siurebildungsvermégen aus Glucose dem normalen Uterusgewebe gegen- 
liber unterlegen. Die Glykolyse einer hypertrophischen Tonsille (Ver- 
such 6) ergibt erheblich niedrigere Werte als ein Tonsillencarcinom 


(Versuch 7) und ein Tonsillensarkom (Versuch 4). 


re. Abhdangiake it der Milchsdure hilduna von der Glucosekonzentration. 
Alle bisher beschriebenen Versuche wurden bei einem Glucose- 
gehalt der Versuchsansaétze von 0,2°, ausgefiihrt. Nach den Unter- 


suchungen von Warburg, Posener und Ndgelein? steigt die Glykolyse 


mit der Glucosekonzentration stark an bis zu etwa 0,1°,; bei weiterer 
Erhéhung der Konzentration wird der steigernde EinfluB geringer, so 
daB bei etwa 0,3°, Glucose die Glykolyse durch Tumorgewebe ihr 
Maximum hat. 

Der EinfluB wechselnder Glucosekonzentrationen auf die Milch- 
siurebildung wurde von Haarmann und Stratmann? an einer Reihe von 
Warmbliitergeweben untersucht. 


1 Warburg u. Downes, J. Cane. Res. 18, 268, 1929, zit. nach Ronas Ber. 
. ges. Physiol. u. Pharm. 54, 162, 1930. 2 Warburq, Posener u. Naqe 
, diese Zeitschr. 152, 313, 1924. — * Haarmann u. Stratmann, ebenda 
, 361, 1932. 
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Das Optimum der Milchséurebildung der verschiedenen Organe lieg 
jeweils bei ganz verschiedenen Glucosekonzentrationen. Beim Skelett 
muskel des Kaninchens ist das Maximum der Milchsaéurebildung schon } 
0,1°,, Glucose, also etwa der normalen Blutzuckerkonzentration, erreiclit 
3eim Herzmuskel, bei Niere und Hirn liegt die optimale Glucosekonzentra 
tion hoher. Beim Herzmuskel z. B. zumeist bei 0,3 °,, bei weiterer Erhohuny 
fallt die Milchsaéurebildung dann ab. Aus friiheren Versuchen Haarmann - 
hatte sich weiterhin ergeben, daB bei gleichzeitigem Zusatz zweier Milch 
siurebildner keineswegs eine einfache Addition der aus den einzelnen ge 
bildeten Milchsiuremengen eintritt, sondern da{ sie sich je nach der Ko: 
zentration gegenseitig hemmen kénnen. Auch einzelne Nichtmilchsau 
bildner, z. B. Harnstoff oder anorganische Salze, beeinflussen durch ii 
Konzentration das Milchsaurebildungsvermégen. Darauf beruhen zum Te: 
die erheblichen quantitativen Unterschiede, die sich bei der Untersuchung 
der gleichen Gewebe artgleicher Tiere fast regelmaBig finden. Die Milch 


siurebildung ist also abhingig von der chemischen Zusammensetzung des 
Gewebes und vor allem von seinem Gehalt an Kohlenhydrat, der unte1 
Umstanden die Bildung von Milchsaure aus zugesetztem Kohlenhydrat 


beeinflussen kann. Bei Tumoren ist immer mit einem Glykogengehalt ve1 
schiedener GroBe zu rechnen. bernhardt? gibt den Glykogengehalt de: 
bésartigen Tumoren mit 0,17 bis 0,68 °, an, der Myome mit 0,04 bis 0,06 
In den folgenden Versuchen wurde die Milchséurebildung bei an- 
steigenden Glucosekonzentrationen untersucht und ferner die Be- 
einflussung des Abbaus von Glykogen und Hexosediphosphat durch 
Veranderungen der Glucosekonzentration. Die 'Tabelle I] zeigt, dab 
das Maximum der Milchséurebildung bei Zusatz von Glucose allein 
in Versuch 1 bei 0.3° Glucose erreicht ist, in Versuch 2 und 4 bei 
0,5°,, und in Versuch 3 bei 0,4°%. In allen Versuchen ist die Milchsaure- 
nachbildung bei dem normalen Blutzuckergehalt von 0,1°) am 
niedrigsten. Im Versuch 2 ist der Einflu8 der Konzentrationserhéhung 


Tabelle II. Unbestrahlte Tumoren. 
Milchséure: mg-°,. 





Glucosekonzentration in 
Zusahtze ‘ . Gewebe 


Ohne Zusatz . . 32 1962 2754 3051/2832 2493 Uterusearcinom 
(Nr. 1, Tabelle 
* ‘ . , 2384 360 999 1063 1116 11541170 Gesichtscarcinom 
Glykogenzusatz . 234 414 1584 738 — 720 549 (Nr. 2, Tabelle 
Ohne Zusatz . . 262 426 1098 1930 2208 2330 2144. Lymphosarkom 
Glykogenzusatz . 262 460 1640 2039 2040 2030 2456 (Nr. 3, Tabelle 
Hexosediphos- 
phatzusatz . . 262 664 1750 2360 2508 1800 1600 
Ohne Zusatz . . 324 495 1350 — 1944 — 2799) Mammacarcinom 
Glykogenzusatz . 324 513 1665 — 1115 — 1395 
1 Haarmann, diese Zeitschr. 255, 138, 1932. 2 Bernhardt, Klin. 
Wochenschr. 7, 1184, 1928. 
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ziemlich gering, wahrend in den beiden anderen Fallen die Milchséure- 
bildung bei der Erhéhung der Zuckerkonzentration von 0,1 auf 0,2% 


sprunghaft in die Héhe geht. Diese Unterschiede kénnen vielleicht 


durch den verschiedenen Glykogengehalt bedingt sein, wie die Ver- 
suche zeigen, in denen bei wechselnden Glucosekonzentrationen gleich- 
zeitig Glykogen (0,2°,) oder Hexosediphosphat (0,4°%,) den Ansiatzen 
zugegeben wurde. 


Nach Haarmann (\|.¢.) treten beim Zusammenwirken von zwei Milchsiaure - 
bildnern in verschiedenen Mischungsverhaltnissen alle theoretisch denkbaren 
Moglichkeiten auf: 1. die Milchsaiuremenge ist gleich der Summe der durch 
die beiden Zusatze fiir sich gebildeten Milchsaure; 2. die Summe der durch 
die Teilreaktionen gebildeten Milchsaéure wird iiberschritten; 3. die Milch- 
siurewerte sind niedriger, als der Summe entspricht; 4. die gebildete Milch- 
siiuremenge ist niedriger als im Kontrollversuch ohne Kohlenhydratzusatz. 
Es kommt also bei der Milchséurebildung unter anaeroben Bedingungen 
bei gleichzeitigem Zusatz zweier Milchsaéurebildner entweder zu einer reinen 
Addition oder zu einer Potenzierung oder aber zu einer gegenseitigen 
Hemmung verschiedener Starke. 

Unsere Versuche zeigen die starke Wechselwirkung der beiden 
gleichzeitig zugesetzten Kohlenhydrate. Bei einem Glucosegehalt von 
0,1 % ist die Milchséurebildung nach Glykogen- oder Hexosediphosphat- 
zusatz wesentlich héher, als der einfachen Addition entspricht. Hier 
tritt also eine gegenseitige Férderung des Abbaues zu Milchsaure ein. 

Im Versuch 2 sind durch Glucose allein gegeniiber dem Kontrollversuch 
ohne Zuckerzusatz 990 360 630 mg-%, Milchsaure nachgebildet worden. 
Bei Gegenwart von 0,2°, Glykogen dagegen 1584 360 1224 mg-%, 
wihrend Glykogen allein nur 54 mg-° Milchséiure itiber den Kontroll- 
versuch hat entstehen lassen. Bei additiver Wirkung hatte man 630 + 54 

684 mg-®, Milchséiurenachbildung erwarten miissen, also nur ungefaihr 
die Halfte der wirklich entstandenen Milchséure. Versuch 3 entspricht bei 
0,1°, Glucose ganz dem Versuch 2. 

Bei héherem Glucosegehalt andert sich das Bild. In Versuch 2 
beispielsweise liegen die aus 0,2 bis 0.5%, gebildeten Milchsauremengen 
bei Glykogenzusatz tiefer als bei 0,1° Glucose allein, obwohl hier bei 
steigender Glucosekonzentration ohne Glykogen die Milchséurewerte 
mit der Konzentration angestiegen waren und ihren héchsten Wert 
bei 0,5° Glucose erreichten. Wahrend in diesem Versuch 2 die Milch- 
siurebildung bei Glykogenzusatz mit zunehmender Glucosekonzen- 
tration abfallt, nimmt sie in Versuch 3 zu und ist bei 0,5% Glucose 
sogar héher als ohne Glykogenzusatz. 

In Versuch 2 sind bei 0,5°, Glucose 1170 — 360 810 mg-°,, Milch- 
siure nachgebildet worden, bei Gegenwart von Glykogen aber nur noch 
549 — 360 = 189mg-%, wobei auf das Glykogen allein 414 360 


54 mg-% entfallen. Statt 810 + 54 864 mg-°, sind also nur 189 mg- % 
Milchsaéure nachgebildet; das Glykogen hat mithin die Milchséurebildung 


aus Glucose um 78 °,, gehemmt. Ein Blick auf die Tabelle IT zeigt, daB die 
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Verhaltnisse in Versuch 3 wieder anders liegen. Glykogenzusatz potenziert 
die Milechsaurebildung bei 0,1°, Glucose, bei 0,2°, tritt Summierung ein. 
bei 0,3 und 0,4°, Glucose eine Hemmung und bei 0,5°, wiederum eine 
Féorderung. Ob dieses abweichende Verhalten sich dadurch erklart, da e. 
sich im Versuch 3 um Sarkom und im Versuch 2 um Carecinom handelt, ist 
nicht zu entscheiden. 


In unseren Versuchen betrug der Zusatz von Glykogen 0,2! 
Wirden auch noch die Glykogenkonzentrationen verandert werden 
ein Fall, wie er bei der Arbeit mit Tumoren verschiedenen Glykogen- 
gehalts immer vorliegt, so waren fast uniibersehbare gegenseitigy 
Férderungen und Hemmungen der Milchséurebildung zu erwarten 
Das gilt nicht nur fiir Glucose und Glykogen, sondern fiir jeden Milch 
siurebildner. Dafiir liefert die Wirkung des Hexosediphosphats einen 
Beitrag (Versuch 3). 

Bei 0,1°, Glucose sehen wir eine Potenzierung der Einzelwirkung, bei 
0,2 und 0,3°, eine fast reine Addition und bei 0,4 und 0,5°, Glucose eine 
starke Hemmung durch Hexosediphosphatzusatz. Der Vergleich mit de: 
Wirkung des Glykogenzusatzes am gleichen Tumormaterial zeigt die grund 
siitzliche Verschiedenheit der Kinwirkung von Hexosediphosphat und 
Glykogen auf die Milchsiurebildung aus Glucose. 

Die obigen Resultate am Tumorgewebe entsprechen den Befunden 
die Haarmann und Stratmann (1. ¢.) bei der Untersuchung der Milch 
sdurebildung bei verschiedenen Glucosekonzentrationen dureh Hirn- 
gewebe erhoben haben. Nach den Untersuchungen von Warburg', 
Kraut und Bumm? und Bumm und Fehrenbach*® geht der Glucoseabbau 
durch Hirn, Retina und Tumoren nicht tiber die Phosphatester, im 
Gegensatz zur Glucose durch Skelett- und Herzmuskel. Ein die Phos 
phorylierung erméglichendes Coferment wurde von Neuberg und Gott- 


schalk4 in Tumoren nachgewiesen. Zum Zustandekommen der Glykolys' 
in Tumoren ist nach Bumm das sogenannte Coferment 7’, das sich 


reichlich in den Tumoren findet, notwendig, fiir die Glykolyse in den 
ubrigen Organen dagegen das Meyerhofsche Coferment. Der ahnlich: 
Abbaumechanismus in Hirngewebe und Tumorgewebe zeigt sich also 
auch in der gleichsinnigen Beeinflussung der Milehséurebildung durch 
wechselnde Glucosekonzentrationen. 


Die Versuche zeigen ferner, daB die Milchsaurebildung aus Glykogen 
zwar weit hinter der aus Glucose zuriickbleibt, aber doch stattfindet 
Die GréBe der Milchséurebildung gibt aber kein Ma fiir den Abbau 
der Glucose und des Glykogens. Bei gleichzeitiger Zucker- und Milch- 
Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, 1. ¢. > Kraut u 
Bumm, Hoppe-Seylers Zeitschr. 177, 125, 1928. 3 Bumm u. Fehrenbach, 
ebenda 193, 238, 1930; 195, 101, 1931. 4 Neuberg u. Gottschalk, diese 
Zeitschr. 161, 255, 1925. 
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siurebestimmung in einigen Tiertumoren fand JSlanchetiére!, dab 
Milchsaurebildung und Zuckerabnahme sich nicht decken. 


Wie sich in den Kombinationsversuchen der Abbau des Glykogens bei 
verschiedenem Glucosegehalt volizieht, bedarf noch der Klarung. Wie 
Haarmann und seine Mitarbeiter gezeigt haben, wird das Glykogen an allen 
Organen abgebaut, selbst dann, wenn dabei keine Milchsaéaure entsteht. Am 
Skelettmuskel wird der Glykogenabbau mit ansteigender Glucosekonzentra- 
tion verschlechtert. Der friiher oft gezogene SchluB, da ein Kohlenhydrat 
durch irgendein Gewebe nicht verwertet wird, wenn es nicht zu einer ge- 
steigerten Milchsaurebildung fiihrt, ist nicht mehr haltbar. Dies gilt nicht 
nur fir das Glykogen, sondern auch fiir die Glucose. Die Milchsaiurebildung 
steht in keinem festen Verhaltnis zur Glucoseabnahme, bleibt fast stets 
hinter der Milchsaurebildung zuriick, ja sie kann sogar durch Glucosezugabe 


vehemmt werden. 


III. Bestrahite Tumoren. 


Nachdem wir das Vermoégen von nichtvorbehandelten menschlichen 


Tumoren besprochen haben, aus zugesetzten Zuckern Milchsaure zu 


bilden, und nachdem wir einige Faktoren kennengelernt haben, durch 
die die Glvkolyse verandert wird, soll im folgenden der Stoffwechsel 
bestrahiter Tumoren untersucht werden, und zwar mit der besonderen 
Fragestellung, ob es méglich ist, aus dem Milchséurebildungsvermégen 
Riickschliisse auf den voraussichtlichen therapeutischen Erfolg bzw. 
MiBerfolg der Bestrahlung zu ziehen. Die Versuchsergebnisse sind in 
den Tabellen ITT und IV zusammengefabt. 

Wie aus den Versuchen hervorgeht, besitzen auch die bestrahlten 
Tumoren baw. deren bestrahlite Rezidive und Metastasen ein erhebliches 
Milehséurebildungsvermégen aus zugesetzten Kohlenhvdraten, an- 
nahernd von der gleichen GréBenordnung wie die nichtbestrahlten Tu- 
moren. Eine Ausnahme machen die Tumoren | und 2 der Tabelle IL. 
Hier hat die Bestrahlung die Milchsaurebildung aus Glucose und den 
iibrigen Zuckern praktisch vollkommen unterdriickt. Es sei darauf hin- 
gewiesen, daB in Versuch | der 'Vabelle LIT die Milchsaurebildung aus Frue- 
tose und in Versuch 2 der ‘Tabelle 3 die Milchséurebildung aus Brenz- 
traubensaure wesentlich schwacher unter der Bestrahlung leiden als die aus 
Glucose. Das zeigt zugleich, da es sich um eine vitale Eigenart des 
bestrahlten Tumorgewebes handelt und dab nicht etwa das untersuchte 
Material durch die Bestrahlung zerstért war. 

Ist die Unterdriickung der Milehséurebildung der Ausdruck eines 
voraussichtlichen Erfolges der Strahlenwirkung ? 

Bei dem Uterusearcinom handelt es sich um ein Collawm-Carcimom, 
Gr. Il, einer 32jahrigen Frau. Nach Vorbehandlung mit Radium (24. Juli 


| Blanchetiére, C. r. des séances d. |. soc. de biol. 96, 94, 1927, zit. nach 


Ronas Ber. 41, 37, 1927. 
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1931) wurde am 11. September 1931 die vaginale Radikaloperation vor- 
genommen. Die Patientin wurde mit Réntgen-Radium nachbehandelt und 
st bis heute rezidivfrei geblieben. Das Mammacarcinomgewebe (49 jahrige 
Frau) wurde nach Vorbehandlung mit Roéntgen am 30. September 1932 
intersucht. Letzte Réntgennachbehandlung am 30. Mai 1934. Erst Juni 
i935 rezidiv. Die langdauernde Rezidivfreiheit ist doch wohl in dem 
herabgesetzten Milchséurebildungsvermégen zum Ausdruck gekommen. 

Das Lymphosarkom Nr. 6, Tabelle [11, ist der gleiche Tumor (Nr. 4 der 
Tabelle 1), dessen Stoffwechselleistung in Tabelle I, Nr. 4, untersucht wurde 
ind bei dem die Strahlenwirkung klinisch deutlich sichtbar war. Wie die 
Milchséurewerte zeigen, ist das Milchséurebildungsvermégen trotz der 
Bestrahlung hoch geblieben. Das gilt besonders fiir den Ubergang der 
Glucose in Milchséiure. Stark geschadigt ist dagegen die Milchséiurebildung 
aus Brenztraubensaure. 

Die Milchsiurekurve bei verschiedenem Glucosegehalt (Tabelle IV), die 
an einem Mammacarcinom aufgenommen wurde, zeigt einen gegeniiber der 
Norm gegensatzlichen Verlauf. Aus Glucose ist keine Milechsaure nach- 
vebildet worden, die Glucose hat sogar mit ansteigender Konzentration die 
Milchsaéurebildung gehemmt. 


Interessieren muBte weiterhin die Frage, wie sich das gleichfalls 
mitbestrahlte nichtcarcinomatése Ursprungsgewebe der  Strahlen- 
wirkung gegeniiber verhalt. In Tabelle V ist ein derartiger Versuch 
beschrieben. Es zeigte sich, da im Tumorgewebe die Milchsaurebildung 
aus Glucose unterdrickt ist, nicht aber im normalen Uterusgewebe. 
Tumorgewebe ist gegen die Strahlenwirkung also empfindlicher als 


normales Gewebe, was mit der Erfahrung iibereinstimmt. 


Tabelle V. Milchséiure: mg-°,. 





Gewebe 


Glucose 
Glykogen 
Fructose 
Hexose- 
diphosphat 
Brenztrauben- 
siure 


Nullversuch 


138 66 258 108 96 Uterusearcinom vorbestrahlt 
(Nr. 1, Tabelle IIT) 
605 124 3824 266 3830 Uteruscorpus, nichtcarcinomatés 


IV. Gdrungshemmung. 

Nach den bekannten grundlegenden Entdeckungen Warburgs kann 
die Tumorzelle zum Unterschied von normalen tierischen Zellen in 
Abwesenheit von Sauerstoff von der Spaltungsenergie der Nahrstoffe 
leben und wachsen. Wird auch die ,,Gaérung’’ unterdriickt, dann geht 
die Tumorzelle zugrunde. 

Krontowski und Mitarbeiter! verhinderten die Glykolyse in einer Reihe 
von Tiertumoren in vitro durch Zusatz von Monobrom- und Monojodacetat 
und fanden, da8B bei vollkommener Glykolysehemmung kein Wachstum 
mehr stattfindet. Die Tumorzellen sind nicht mehr fahig, bei Transplantation 
auf Tieren Tumoren zu erzeugen. Auf Grund dieser Versuche ergab sich 

l Krontowski, Jazimioska-Krontowski u. Scanwitska, Zeitschr. f. Krebs- 


torsch. 87, 457, 1932. 
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virksam. Diese Therapie mu an det 
vel. hierzu Haaermann* E 


durch monobromessigsaures Nat 


Dieser Befund wurde von Haarmann dahin erweitert, daB es 
Hilfe von Monobromacetat sogar gelingt. ein anaerobes Verschwi 
der Milchsaure sichtbar zu machen. das normalerweise von der M 


saurenachbildung aus den stets im Gewebe vorhandenen Kohlenhydrat 


iiberlagert wird. Nicht unterdriickt wird die Milchséurenachbild 
aus den tiefen Kohlenhvdratabbaustufen, z.B Methviglvoxal Brey 


traubenséure und einigen weiteren organischen Saurer 
Sauren zahlen nach Versuchen von Haarmann auch die 
und die 5-Oxvbuttersaure, deren EinfluB auf die Milchs 


in Tumorgewebe aus den in Tabelle VI wiedergegebenen 


VI. Milchsaure 





erkennbar ist. Buttersdure und besonders stark die p-Oxvbuttersa 
die in Form ihrer Natriumsalze zur Anwendung kamen, bilden 
Tumorgewebe erhebliche Mengen Milchsaure sowohl ohne Zusatz 
auch nach Zusatz von Bromacetat. Ohne Zusatz der Fettsaure: 
unter der Bromacetatwirkung ein erheblicher Teil der urspring 
vorhandenen Milchsaure anaerob verschwunden. Da durch Bromacet 
der Zuckerabbau zu Milchsaure blockiert ist. kann die bei Gegenw 
der beiden Fettsauren nachgebildete Milchsaure nur aus ihnen stamm 
Es handelt sich hier also um den Ubergang von Fett in Zucker. Hi 
iiber wird an anderer Stelle von Haarmann ausfihrlich berichtet wet 
Es sei hier nur darauf hingewiesen,. daB sich Tumorgewebe fiir derartiz 
Untersuchungen als besonders giinstig erwiesen hat 

Tabelle VII enthalt Kombinationsversuche von Buttersaure 
}-Oxybuttersaure und Glucose. Wir finden auch hier alle eing 

Kront ski, Magath u. : pilowskaijia, Zeitschr. f. Krebsfo:s 

495, 1933 2 W. Haarmann, diese Zeitschr. 256, 326, 1932 S 


oe 


1. Osch _C.r. d. soe. de biol. 91, 275, 1924; 92, 165, 1925. 
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rterten Méglichkeiten verwirklicht. wie sie beim Zusammenwirken 
zwei Milchsaéurebildnern auftreten 








564 572 .ym phosarkom 

H96H S64 Nr. 3, Tabelle I) 
Versuch wiedergegeben, der die Abhangigkeit 
Konzentration der beiden Fettsauren 
nimmt mit ansteigender Konzentration 


Buttersaure, stark dagegen bei der 5-Oxy- 
Zusammenfassung. 
Tumorgewebe zeigt Beziehungen zum normalen Stoffwechsel des 


Hirngewebes wie uberhaupt zu den normaler 


n Stoffwechselvorgangen 


Dies betrifft sowohl die Milchsaurebildung aus verschiedenen Milchsaure- 


} } 11 } } 
} err tern " é nokeit le 
miner, Terner dle ADnangigkel aes 


Milchsaurebildungsvermégens 


von der Konzentration det hlenhvdrate (Blutzucker, Glvkogengehalt 
ls auch die Fahigkeit, die Milchsaure anaerob zum Verschwinden zu 

gen. Ob der Einzelfall des Sarkoms Nr. 4 der Tabelle 1, bei dem eine 
abnorm hohe Milchséurebildung aus Brenztraubensaure f 


aufgefunden 


urde, fiir eine bestimmte Sarkomart etwa kennzeichnend sein kénnte 


konnte aus Mangel 1 Beobachtungsmaterial nicht weiter verfolgt 


erden sicner besten ine Lic] cere Empfindlichkeit des 


morgewebes gegen } ien igen gegenuber normaiem et we be 
aus d th der Tabelle an einem Uteruscarcinom 


id gleichfalls unter normalem Uterusgewebe hervor [die 


Hemmung der Milchsaurebildung als MaBstab fiir die Starke der Strahlen- 
wirkung ist nicht durch eine Zellzerstérung (Nekrose) erklarba1 
einzelne Milchsaurebildner in unveranderter Starke abgebaut werden 
illen Fallen. in denen die Herabsetzung der Milchsaurebildung dure} 
Strahlenwirkung gering war, kam es zu Rezidiven. Heilunget 
langdauernde Rezidivtfreiheit n nur in zweien 


y inserer Falle auf 


beiden Fallen kam die Starke der Strahlenwirkung in ei 


heblichen Hemmung der | ‘bidung zum Au 








Uber intracellulire Proteinasen. 
XVI. Mitteilung: 
Weitere Beitriige zur Aktivierung und Hemmung des Papains. 
Von 
Ernst Masehmann und Erica Helmert. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses 
in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 1. Juli 1935.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Aktivatoren der Proteolyse. 


Eine bestimmte Menge ,,Papain“ bedarf zur maximalen Wirk.- 
samkeit gegentiber einem bestimmten Substrat einer bestimmten 

im Verhaltnis zur Menge des Enzympraparats groBen Menge 
Cystein oder SH-Glutathion. Weitere Erhéhungen der SH-Konzen- 
tration haben keinerlei Einflu8 mehr auf die Papainwirkung bzw 
Proteolyse. Dagegen wird, wie die Ergebnisse in Tabelle I zeigen, die 
Spaltungsgeschwindigkeit in solehen mit Cystein maximal aktivierten 


acetatgepufferten Versuchen durch gewisse Substanzen, wie z. 
Citronensaéure, Brenztraubensaure, (Apfelsaure) oder Ferrocyankalium, 
noch merklich beschleunigt, besonders in den ersten Versuchsstunden |. 
Im citratgepufferten, mit Cystein maximal aktivierten Papainansatz, 
in dem die Spaltungsgeschwindigkeit an sich schon gr6Ber ist als im 
gleichen, aber mit Acetat gepufferten Versuch, vermag Ferrocyankalium 
die Hydrolyse noch deutlich zu beschleunigen. 

Man darf aus diesen Ergebnissen wohl ableiten, da Substanzen. 
wie Citronenséure, Brenztraubensiure oder Ferrocyankalium ihren 
umsatzsteigernden EinfluB auf anderem Wege ausiiben, als SH-Ver- 
bindungen, Papainbegleitstoff X-Eisen(I1) usw. Im Gegensatz zu 
diesen ,,Aktivatoren der Proteinase‘ wollen wir jene Substanzen als 
,,Aktivatoren der Proteolyse und auch der Peptolyse‘‘? bezeichnen. Es 
folgt aus der Wirkungsweise der Aktivatoren der Hydrolyse, daB sie 
nur dann ihren férdernden Einflu8B geltend machen kénnen, wenn voll- 
aktives oder aktiviertes Enzym zugegen ist, d. h. wenn proteolytische 
oder peptolytische Vorgange tiberhaupt ablaufen. DaB solche Aktiva- 
toren ,,substratspezifisch“ sein kénnen, geht aus einer noch unver6ffent- 
lichten Beobachtung am Clwpein als Substrat hervor: Die Clupein- 

' Vel. dazu auch E£. Maschmann u. E. Helmert, diese Zeitschr. 277, 97, 
1935, und zwar S. 114. — ? A. a. O., und zwar S. 116. 
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Tabelle I. Erhéhung der Spaltungsgeschwindigkeit im maximal 
mit Cystein aktivierten Papainversuch. 

Enzym: Ein aus Papain Merck (1: 350) bereitetes, begleitstoffarmeres 
Praparat B*. Loésung: 1,25 ig. 

Putter : m/5 Acetat; m5 Citrat. 

Substrat : Gelatine Nr. 2**. 

Zusatzstoffe: 1. m/5 Brenztraubensiéiure (py 5). 2. K,Fe(CN),; 1 cem 
enthalt 4,6mg Fe. 3. Cystein-HCl von Th. Schuchhardt 
(Gérlitz), Léosung neutral; 1 cem enthalt 10 mg Cystein. 

Ausfiihrung unter N, bei 40°. Titrationsprobe 2cem. Werte: Mittel aus 

zwei Proben. 





Aziditiétszuwachs 
Zusitze zum 20-cem-Ansatz Art des (com 0,05 n KOH) 
Puffers 


2 Std 2 


r Normalansatz (0,8 com Enzym) 
‘irk Otic ba : 

+ 2')mg Cystein 
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hydrolyse wird auch noch nach maximaler Aktivierung des~ Papains 
z.B. mit Cystein, durch Citronenséure oder Ferroeyankalium, aber 
nicht mehr durch Brenztraubenséure, gesteigert. 


* Darstellung vgl. BF. Maschmann, Zeitschr. tf. physiol. Chem. 228, 141, 
1934, und zwar S. 163. ** CGelatine von den Deutschen Gelatinewerken 
Schweinfurt, 2. Lieferung; vgl. dazu FE. Maschmann u. E. Helmert, diese 


Zeitschr. 279, 213, 1935 und zwar 
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Wir sind der Ansicht, daB solehe Aktivatoren entweder die Ze 
fallsgeschwindigkeit des Enzymsubstratkomplexes zu beschleunigen 
vermégen oder den physikalischen Zustand des Substrats fiir den Enzym- 
angriff giimstiger gestalten kénnen. Daf dariiber hinaus beispielsweis: 
Ferrocyankalium (méglicherweise auch Citronensdure) auch noch durch 
Beseitigung hemmend wirkender Schwermetalle ,,aktivierend‘’ wirken 
kann, wenn solche im Ansatz vorhanden sind, haben wir vor kurzem 
gezeigt'!. Ebenso wie schon die Beobachtungen von H. Kraut und 
Ek}. Bauer® und von E. Maschmann*®, beweisen auch die vorliegende: 
daB nicht jede Erhéhung der Proteolyse mit einem Wirksamwerden 
inaktiven Enzyms oder mit einer Erhéhung der SH-Konzentration 
einhergeht bzw. einherzugehen braucht ?. 


Il. Hemmung der Papainwirkung durch Kleinste Mengen Cystein. 


Vermindert man allmahlich die zur maximalen Aktivierung des 
Papains notwendige Cysteinkonzentration, so beobachtet man, wi 
schon von EL. Maschmann kurz berichtet wurde*, da von einer be- 
stimmten SH-Konzentration an die Papainwirkung stark gehemmt 
ist. Wir haben uns mit dieser Erscheinung naher befabt, weil sie u 
moéglicherweise Einblick in die enzymatisch aktive Gruppe gewahrt. 
an welcher sich sehr wahrscheinlich die zur Hemmung fiihrenden Vor- 
gange abspiclen dirften. Wir berichten im folgenden tiber die Bedeutung 
der einzelnen Komponenten des Systems (Papain-Puffer-Cystein- 
Gelatine) fiir die Hemmungserscheinung, soweit wir sie bisher erkennen 
konnten. 

1. Einflup des Enzymprdparats. Auf Grund der Priifung von 
vier verschiedenen Papainpraparaten ist die An- oder Abwesenheit 
verschiedener, in wasserigem Alkohol oder Aceton léslicher Enzym- 
begleitstoffe ohne Bedeutung fiir den Hemmungsvorgang. Das Enzym 
ist sehr wahrscheinlich direkt, also ohne Zwischenschaltung eines Be- 
gleitstoffes, am Vorgang beteiligt. 


2. EinfluB des Puffergemisches. Die Hemmungserscheinung 


treten, wie dies aus den Spaltungswerten in Tabelle II hervorgeht. 
im citratgepufferten Versuch starker auf als im acetatgepufferten. 
Den Puffergemischen kommt bei dem Hemmungsvorgang aber kein: 


wesentliche Bedeutung zu. 

3. EinfluB des Cysteinpraparats. Wie der identische Verlauf det 
Kurven in Abb. 1 beweist, rufen a) Cystein-HC] von Th. Schuchhard 
(Gérlitz), b) Cystein-H Cl reinst von Dr. Fraenkel und Dr. Landau (Berlin) 


1 BE. Maschmann u. E. Helmert, diese Zeitschr. 279, 213, 1935. 
? Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 10, 1927. 3 Ebenda 228, 141, 1934. 
* Vgl. dagegen A. Purr u. M. Russel, ebenda 228, 198, 1934. 
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ibelle Il. Einflu8 des Puffergemisches auf die Hemmung des 

Papains dureh kleinste Mengen Cystein. 

Enzym: Papain B; 1,25 °oige Lésung. 

Putter: 1. m/5 Acetat; 2. m/5 Citrat. 

Substrat: CGelatine Nr. 2. 

Zusatzstoff: Cystein .,.Kkahibaum* (frei von Schwermetallen). 

Ausfiihrung: Verdrangung der Luft in den MeBk6élbchen durch N,; ¢ 40°, 
Titrationsprobe 2 cem; Werte: Mittel aus zwei Proben. 





iditdtszuwachs (ecm 0,05n KOH) 


Zusitze zum 20-ecm-Ansatz -etatversuch im Citratversuch 


2 Std. 2 Std. 22 Std 


Normalversuch .... . Wy Lae 1,06 2,19 
10 meg Cystein .. 9 3,10 3.44 
5 ; 298 3.30 
2.89 Ox 3,2 
1,44 1, 
1,24 e 1,30 
iP 


1,20 28 


l 
7 


und ¢) Cystein ,,Kkahlbaum* (frei von Schwermetallen) innerhalb be- 
stimmter und gleicher Konzentrationen gleich starke Hemmungen der 


Papainwirkung gegeniiber einem bestimmten Gelatinepraparat hervor. 








LSS KE. Maschmann u. E. Helmert: 


Die Hemmungserscheinung ist also nicht an ein bestimmtes Cystein- 
praparat geknipft, sondern erfolgt ganz allgemein in Gegenwart 
kleinster Cysteinmengen. 


sei Anwesenheit von S H-Glutathion treten dagegen, wie der Verlaut 
der Kurven in Abb. 2 deutlich zeigt, solehe Hemmungserscheinungen 
nicht auf. Nach diesem Befund bedarf es also zum Auslésen des 
Hemmungsvorganges ganz bestimmter, reaktionsfahiger SH-Gruppen 


Wahrend des Vorgangs, der zur weitgehenden Inaktivierung und, 
wie noch gezeigt wird (Tabelle IV), zu einer nicht mehr vollstandig 
reversiblen Inaktivierung fiihrt, verschwindet das Cystein. Wahrend 
wir friiher auf kolorimetrischem Wege vergebens versuchten, Cystein 
noch nachzuweisen, versuchten wir dies jetzt auf Grund unserer Beob- 
achtung, daB kleinste Mengen Cystein in Kombination mit ,,bestimmt 


komplex gebundenem, zweiwertigem Eisen, die Papainwirkung deutli 


zu steigern vermégen. Gibt man zu_ ,,cysteingehemmten“, citrat 
gepufferten Versuchen Eisen(II)-Salz, dann erfolgt, wie in 'labelle II! 
belegt wird, keine Aktivitatserhéhung. 
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Tabelle Il. Versuchter Nachweis vonCysteinim ,cysteingehemm- 
ten’ Papainansatz durch komplexes, zweiwertiges Eisen. 


Beispiel I: 3,2 cem Papain B-Losung (1,25 °oig), 8 cem m,5 Citrat (px 5), 
5,l mg SH-Glutathion (in 4cem H,O), 24,8 cem Wasser und 
$0cem 8% ige Gelatine Nr. 2. Nach zweistiindigem Auft- 
bewahren bei 40° wurden zu je 20 cem a) leem FeSO, ( 4,6 mg 
Fe) und b) leem H,O gegeben. 

Beispiel IL: Wie Beispiel I, nur anstatt Glutathion 2 mg Cystein (in 4 cem 
HQ). 





Azidititszuwachs in cem 0,05 n KOH End- 
S H-Reaktion in 2 cem 


h 22 Std Am.,S0O, 


nach 1 Std nach 3 Std. nach 


I 0,17 041 1,32 


la 0.39 0.58 1.96 
Lb 0,14 0.37 1,22 
Il 0.02 O11 0.60 
Ila 0.01 0.08 0.63 
IIb 0,02 0.07 0.58 


Setzt man zu _ ,,cysteingehemmtem* Papain maximale Mengen 
(‘ystein, dann wird, wie 'Tabelle 1V ze gt, das Enzym wohl reaktiviert, 
aber nur langsam und nicht mehr vollstandig. Es scheint demnach, 


als ob beim Hemmungsvorgang Enzym auch irreversibel inaktiviert wird. 


Tabelle IV. Verhalten von ,,cysteingehemmtem** Papain nach 
Zusatz von maximalen Mengen Cystein. 


Beispiel I: 4cem einer 1,25 ° igen Lésung von Papain B, 10cem m5 


Citrat, 2,5 mg Cystein ..Kah!lbaum* (frei von Schwermetallen) 


in 5ceem H,O, 3lcem Wasser und 50cem 8 °oige Gelatine 
Nr. 2. Luft im 100-cem-MeBkolben durch N, verdrangt. Nach 
zweistiindigem Aufbewahren bei 40° wurden je 20cem mit 
a) 10mg (leem), b) 5mg Cystein ,,Kahibaum* (1 cem) und 
c) mit l1eem H,O versetzt. 

Beispiel II: (Kontrollen.) Gleicher Ansatz wie unter I, aber ohne Cysteim. 
Nach zweistiindigem Aufbewahren bei 40° wurden zu je 20 em 
zu gesetzt: a) 10 mg (1 cem), b) 5 mg Cystein ,,Kah!baum* 
(leem) und ¢) lecem H,O. 





Azidititszuwachs Aziditatszuwachs 
in ecm 0,05 n KOH in ecm 0,05n KOH 


nach 1 Std. naech3Std. nach 24 Std nach 1 Std. nach3Std. nacl 


0.0] 0.07 O80 Il 0.30 0.47 
0.88 1,57 2.89 Ila 1,35 1,99 
0,67 1.28 2,75 IIb 0.99 1,58 
0.02 0.06 0.77 Ile 0.25 0.43 





4. Bedeutung der Gelatine fiir die Hemmung. Wiederholt muBten 
wir bei Aktivierungs- und Hemmungserscheinungen die Feststellung 
machen. daB die als Substrat benutzte Gelatine oder Verunreinigungen 
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der Gelatine wesentlichen Anteil an den Erscheinungen, sowohl 
quantitativer als auch in qualitativer Hinsicht, haben. Auch im vor- 
liegenden Falle stellen wir ahnliches fest und entnehmen den Versuchs- 
ergebnissen, die durch die Kurvenbilder in Abb. 3 wiedergegeben si: 
daB ein von der Gelatine stammender Faktor, der sehr wahrscheinlich 
metallischer Natur ist, am Hemmungsvorgang mitbeteiligt ist. 


5. Beteiligung von Sauerstoff am Hemmungsvorgang. Die Versuche 
wurden, wie bei uns iiblich, in MeBkélbchen ausgefiihrt, aus welchen dis 
Luft — am Anfang des Versuchs und nach jeder Probeentnahme 
durch Stickstoff verdrangt wurde. Als wir die Versuche in Spezial- 
gefaBen nachpriften, die nach zweimaliger Evakuierung (15 mn 
und Spiilung mit N, unter N,-UCherdruck standen, beobachteten wir fast 
keine Hemmung der Papainwirkung. Bei zwei sonst stark hemmenden 


Cysteinkonzentrationen fanden wir sogar die Spaltung deutlich ge- 
steigert (Tabelle V). Wir entnehmen diesen Ergebnissen, daB auch 
Sauerstoff an dem Hemmungsvorgang beteiligt ist, der in geniigende: 
Menge in den nicht .,evakuierten‘‘ Versuchen noch vorhanden ist 
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fabelle V. EinfluB des Sauerstoffs auf die Hemmung des Papains 
durch Cystein und einem noch unbekannten Faktor. 


Enzym: Papain B; 1,25°,ige Lésung. Puffer: m/5 Citrat. Substrat: 
Gelatine Nr. 3 (Golddruck von Schering-Kahlbaum); Cystein ,,Kahibaum** 
frei von Schwermetallen): 20 mg in 40 ccm Wasser (neutrale Lésung). 
Beispiel Il: a) In das Spezialgefab wurden gegeben: 0,8 ecm Papain, 2 ecem 
Citrat, 5,2 cem Wasser und 10 cem Gelatine. b) Ebenso, nur 
6,2 cem Wasser. c Ebenso, nur 6,7 cem Wasser. d) Ebenso, 
nur 7,20 cem Wasser. Die GefaBe wurden nun gemeinschaftlich 
evakuiert (15 mm), mit N, gefiillt, erneut evakuiert und mit N, 
gefillt. Wahrend nun Stickstoff durchstrémte, wurden zu 
a) 2cem, b) 1 cem und ¢) 0,5 cem Cysteinlésung gegeben. Nach 
gutem Vermischen entnahm man die zwei Titrationsproben, 
verschlo8 dann die GefaBe und bewahrte sie unter '),, Atm. 
N,-Uberdruck bei 40° auf. Die weitere Probeentnahme geschah 
immer unter N,-Durchleitung. 
(Kontrollen. a) Wie la, nur im MeBk6élbchen nach Luft- 
verdrangung durch N,. b) Wie Lb und e) wie Ie. 





Aziditatszuwach Aziditatszuwachs 
in cem 0,051 I in ecm 005 n KOH 


nach 2 Std. nach 24 Std 


AN 0.28 0.77 
0.61 ; 0.25 0.80 
0,30 ee ¢ 0,29 1,00 


UO 





Am Hemmungsvorgang sind somit nach den vorliegenden Beob- 
ichtungen beteiligt: Vollaktives Enzym, die SH-Gruppe des Cysteins, 
Schwermetall (dem Substrat entstammend) und Sauerstoff (aus det 
Losung stammend). Damit scheint uns die folgende oder eine ahnliche 
Erklarung gegeben: Eine an sich gegen molekularen Sauerstoff wider- 
standsfahige Gruppe des Enzymmolekiils oder eines als Aktivator wir- 
kenden Begleitstoffes (SH), wird in Gegenwart kleinster Mengen 
Cystein-Schwermetall, ahnlich wie die SH-Gruppe des Glutathions, 
gegen molekularen Sauerstoff empfindlich und von ihm oxydiert (oder 
lehydriert) bzw. in die Oxydation des Cysteins mit hineingezogen. 
Dabei entsteht in der Hauptsache reversibel inaktiviertes, daneben abet 
auch irreversibel inaktiviertes Enzym. Die GréBe der Hemmung ist 
ibhangig von der Menge Cystein, Metall und Sauerstoff, die jeweils 
im Versuch zusammentreffen. 


Es wird zu prifen sein. ob man Papain in Anwesenheit bestimmter, 


kleinster Cystein- und Eisenkonzentrationen usw. durch molekularen 
Sauerstoff reversibel zu inaktivieren vermag. Daf vollaktives Papain 
ebenso wie die dadurch bewirkte Proteolyse von molekularem Sauerstoff 


nicht meBbar geschadigt wird, haben wir schon friiher nachgewiesen! 


Z.B. Zeitschr. f. physiol. Chem. 219, 99, 1933. 
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Wenn L. Hellermann und M. E. Perkins! finden, daB Papain durch 
O, in Gegenwart von Cu stark, von Fe schwacher inaktiviert wird, 
so tibersehen die amerikanischen Autoren dabei, da diese Metalle 
allein schon solehe Inaktivierungseffekte auszulésen imstande sind, 


lif. Aktivierung des Papains durch kleinste Mengen Cystein oder SH-(Glu- 
tathion in Kombination mit Eisen(II) oder Ascorbinsiure. 

Unsere friihere Feststellung, daB im Versuch (Papain-Cystein 

bzw. SH-Glutathion-Citrat-Substrat) die SH-Verbindungen ohne 

wesentliche WirkungseinbuBe teilweise durch Ferrosalz ersetzt werden 


Acetot —— Gelatine 2 
“ -feupsalz- " 


lad 


* Vitamin C- * 
50 
mg Cystein im 20 ccm Spaltungsansotz —> 


Abb. 4. 


kénnen?, machte eine Nachpriifung im acetatgepufferten Versuch not- 
wendig. Denn wir hatten mittlerweile gefunden’, daB immer da, wo zwei- 
wertiges Eisen in proteolytische Vorgénge wirkungssteigernd eingreift 
(vgl. Abschnitt IV), es sich dabei um ganz bestimmt komplex gebundenes 


' J. of biol. Chem. 107, 241, 1934. 2 EB. Maschmann, Zeitschr. tf. 
physiol. Chem. 228, 141, 1934. 3 EB. Maschmann u. E. Helmert, diese 
Zeitschr. 277, 97, 1935. 
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Kisen handelt. Als Komplexbildner fiir das Eisen(II) fanden wir 
(‘itronenséure, Ascorbinséure, Apfelséure oder Weinsaure bei (px = 5) 
mehr oder minder geeignet. Ungeeignet dazu erwiesen sich u. a.: Milch- 


siure, Brenztraubenséure, Glykolséure. Es wurde gleichzeitig gepruft, ob 
und wieweit Eisen durch Ascorbinsdure (Vitamin C) oder durch Ferro- 
cyankalium ersetzt werden kann. Zu diesen Zwecken wurde der Verlauf 


Yiotoin if vate ny /h . — 
Q 4570) ) LOK NN Opal U NGSO) ISOTZ —— 


Abb. 5. 


der Gelatinespaltung in den acetat- oder citratgepufferten Systemen 
[gereinigtes Papain-Cystein-Eisen(II), Ascorbinséiure oder K,Fe(CN)<¢- 
Gelatine] verfolgt, wobei die Cysteinkonzentration variiert, die Menge 
der anderen Zusatzstoffe konstant gehalten wurde. Die Ergebnisse 
soleher Versuchsreihen sind in Form von Kurven in den Abb. 4 und 5 
wiedergegeben. 

Wir entnehmen diesen Versuchen folgendes: 

1. Zweiwertiges Eisen vermag nur dann Cystein oder SH-Glutathion 
teilweise zu ersetzen oder mit kleinsten Mengen dieser Substanzen zu- 
sammen Aktivierungseffekte hervorzurufen, wenn es _ ,,bestimmt* 
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komplex, d. h. an Citronensaure (Ascorbinséure, Apfelséure oder Wein. 
sdure) gebunden ist. Besondere Versuche haben gezeigt, daB Brenz- 
traubensaéure, Milchséure, ein équimolares Gemisch von Brenztrauben- 
saure-Milchsaure oder Glykolséiure, die obigen Sauren nicht ersetzen 
kénnen, obwohl auch von ihnen angenommen wird, daB sie EKisen 
komplex zu binden vermégen. Es ist wohl méglich, daB das Komplex. 
bildungsvermégen der letztgenannten Séuren (Mono-carbonséuren) bei 
pu = 5 sehr viel geringer ist, als das der Di- und Tricarbonséuren 
2. Komplexes zweiwertiges Eisen in Form des gelben Blutlaugen- 
salzes kann das an Citronenséure usw. komplex gebundene Eisen(I] 


nicht ersetzen. Die zu messende Aktivitatserhéhung entspricht ungefahr 


dem Beitrag, den Ferrocyankalium von sich aus zur Beschleunigung 
der Proteolyse zu liefern vermag. In den Ansatzen [Papain-m /1000) 
Cystein (und darunter)-K,FeCy,-Gelatine] sieht man z. B. nach 
22stiindiger Spaltungsdauer sehr deutlich die Hydrolysegeschwindig- 
keit abfallen: Es verschwindet namlich darin trotz des anwesenden 
Ferrocyanids allmaéhlich das Cystein, und die Kisenverbindung ist 
nicht imstande, so wie Kisen(II)-Citronenséure oder -Ascorbinsaure, 
Cystein zu regenerieren oder die urspriingliche SH-Konzentration 
aufrechtzuerhalten. Dagegen verhindert Ferrocyankalium, da’ das 
Enzym in die Oxydation des Cysteins mit hineingezogen wird, weil 
sehr wahrscheinlich das dazu notwendige Metall von ihm abgefangen 
wird. 


Tabelle VI. Verhalten der Ascorbinsaure im Vergleich zu Ferro- 
ion bei der Gelatinehydrolyse durch Papain in Gegenwart von 
Acetat und verschiedenen Cysteinkonzentrationen. 
Enzym: Papain B; 1,25°% ige Lésung. Puffer: m/5 Acetat. Substrat: 
Gelatine Nr. 1. Cystein ,,Kahlbaum‘! Ascorbinsiure krist. (2. Merck). 

FeSO,.7H,O pro analysi (£. Merck). 
Ausfiihrung: Verdriangung der iiber dem Ansatz stehenden Luft durch 
Stickstoff. Titrationsprobe 2ccem. Spaltungswerte: Mittel 


aus zwei Proben. ft 40°, 





Aziditatszuwachs in cem 0,05 n KOH in den Ansitzen 


Menge Cystein (Kontrolle) mit 14,6 mg 
(20 cem Ansatz) Ascorbinsiure 
in mg nates 


Versuch mit 4,6 mg 
Nr. : . = : 

nach nach nach nach nach nach nach nach 

1Std. | 3Std. |22Std. | 1Std. | 3Std. 22Std.|1Std. | 3 Std. 


0.40 | 0.76 | 1.60 | 0,10 | 0,24 | 0,77 | 0,80 | 0,56 
0,90 | 1,45 | 2,92 | 0,93 | 1,60 | 3,00 | 0,86 | 1,50 
0,81 | 1,34 | 2.71 | 0,89 | 1,51 | 2,90 | 0,82 | 1,43 
0.61 | 0,80 | 1,09 | 0,70 | 1,18 | 2,80 | 0,48 | 0,71 
0.26 | 0.32 0,84 | 0.45 | 0.76 2.42 0,37 0,66 
0,20 | 0,81 | 0,99 | 0,22 | 0,31 | 1,50 | 0,29 | 0,65 
0,27 | 0,50 | 1,80 | 0,14 | 0,22 | 0,90 | 0,25 | 0,58 
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3. Ascorbinsdure (Vitamin C) vermag das ,,bestimmt komplex 
gebundene Eisen(II) bis zu einem gewissen Grade zu ersetzen. Be- 
merkenswert erscheint, daB oft die Unterstiitzung des Vitamins erst nach 
mehrstiindiger Spaltungsdauer einsetzt, kenntlich besonders im acetat- 
gepufferten Versuch an dem spaten und plétzlichen Eintreten einer Be- 
schleunigung der Hydrolysegeschwindigkeit, wie dies beispielsweise 
aus den Zahlenangaben der vorstehenden Tabelle VI hervorgeht. 

Kine Erklarung der Beobachtungen in Abschnitt I11 ware folgende: 
Bei der Aktivierung des Papains durch kleine Mengen Cystein und Eisen 
spielt eine Cystein-Eisenverbindung keine Rolle. Nahme man eine 
solehe Komplexverbindung als Trager des Aktivierungsvermégens an, 
so wire unverstandlich, warum eine solche Verbindung sich nicht auch 
im acetatgepufferten Versuch bilden und hier nicht einen gleichen Effekt 
wie im citratgepufferten Versuch hervorrufen sollte. Wesentlich fir 
den Aktivierungseffekt ist die dauernde Aufrechterhaltung einer be- 
stimmten Sulfhydryl-Konzentration, die nur durch zweiwertiges Eisen, 
das an Citronenséure usw. gebunden ist, und allenfalls noch durch 
Ascorbinsadure (von dieser auch im acetatgepufferten Versuch) aufrecht- 
erhalten werden kann. Daf einer solchen Verbindung nicht nur die 


Funktion einer O,-Schutzsubstanz zukommt, geht ebenfalls aus dem 


3efund beim Acetatversuch hervor: Ferrosulfat vermag sicher eine 
gleiche Abfangrolle eine Zeitlang zu spielen; aber daritiber hinaus kann 
es nichts zur Aktivierung beitragen. Den wesentlichen Unterschied 
zwischen Ferroion und komplex gebundenem, zweiwertigem Eisen sehen 
wir im Reduktionspotential des Metalls, das im letzteren Falle héher 
sein dirfte als im ersten. Dieses Reduktionspotential verbirgt die 
Konstanz der SH-Konzentration, die fiir die GréBe des gemessenen 
Aktivierungseffektes notwendig ist. 


IV. Aktivierung des Papains durch S—S-Glutathion oder ,,Peptonextrakt 
und Eisen(Il). 


Nach friiheren Versuchen wird die Papainwirkung gegenitiber Gelatine 
als Substrat im citratgepufferten Versuch durch S—S-Glutathion und 
Ferrosalz nach langerer ,,Inkubationszeit*’ ziemlich stark gesteigert. Ein 
Stoffgemisch, das in Kombination mit Eisen (II) sich genau so verhalt 
wie das oxydierte Glutathion, konnten wir aus Pepton (Witte) durch Extrak- 
tion mit 80° ,igem Alkohol gewinnen. Charakteristisch fiir dieses Stoff- 
gemisch, im folgenden kurz mit ,,Peptonextrakt*‘ bezeichnet, ist sein ver- 
haltnismaBig groBer Disulfidgehalt!. 


S—S-Glutathion und Peptonextrakt — in Kombination mit (EisenIT) 
haben in bezug auf ihr Aktivierungsvermégen gewisse Ahnlichkeit 
mit dem von uns aufgefundenen Papainbegleitstoff X*. Sie unter- 


1 E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934. 
° E. Maschmann u. FE. Helmert, ebenda 224, 56, 1934, und zwar 3S. 56, 
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scheiden sich aber von diesem darin, daB die bis zum Eintreten ihre: 
aktivierenden Wirkung notwendige ,,Inkubationszeit‘’ nicht wie im 
Falle des Begleitstoifes durch kueze Vorbehandlung mit E1sen(11)-Salz 
und Citratpuffer, d. h 
mit .,bestimmt’’ kom. 
plex gebundenem Eisen 


(II), aufgehoben wird 


Low) 
Co 


Der Kurvenverlauf in 
Abb. 6 zeigt diesen Un- 
terschied deutlich aut 

In Abb. 6° stellt 
Kurve 1 den Verlauf 


Ww 
oS 


der  Gelatinehydrol yse 


im Versuch [gereinigtes 
Papain-Citrat-Cystein 
(m/250)-Gelatine] dar, 


fo 
oO 


die Kurven 2° bis 24 

den Verlauf nach 0-, 2-, 

4- und 24stiindiger Vor- 

behandlung des Begleit- 

stoffes X mit Eisen(I1)- 

Citratpuffer, die Kurven 

3° bis 374 den Verlauf 

nach Q-, 2-, 4- und 

———$___ 24 stiindiger Vorbehand- 
Spalfungsdauer in Stunden —> lung des Peptonextrak- 
Abb. 6 tes mit Kisen(I1)-Citrat- 


Aciditatszuwachs in com 0,05 n -KOH —> 
S 








Anm. 4; 228, 141, 1934. Die Bemerkung von A. Purr (Biochem. J. 29, 
13, 1935), daB sein Befund: Nichtaktivierbarkeit gereinigten Papains durch 
Ascorbinsiiure-Fe ', im Gegensatz zu unseren Angaben stiinde, ist falsch. 
Denn wir haben dies niemals behauptet. Im Gegenteil: gerade in unsere! 
von Purr als Beleg angefiihrten Arbeit (Zeitschr. f. physiol. Chem. 224, 54, 
1934) steht in Anm. 4, daB die Aktivierung tiber einen alkoholléslichen 
Begleitstoff (spiter mit X bezeichnet) erfolgt, also gereinigtes Papain usw. 
durch Ascorbinsaure-Fe (IL) nicht mehr aktiviert wird. Warum Purr von 
dem Inhalt dieser FuBnote keine Notiz genommen hat, ist unklar. Zw) 
Monate vor der Arbeit von Purr habe ich dann ausfiihrlich iiber den Begleit- 
stoff X berichtet (Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934) und in dieser 
Zeitschr. 277, 97, 1935 haben wir dana die Bedeutung der Ascorbinsiiure. 
Citronensaure usw. fiir den Aktivierungsvorgang klargelegt. Purr hat dem 
nach unsere grundl genden Ergebnisse nachtraglich aufs beste bestatigt. Aus 
den dargelegten Griinden ist deshalb auch das von Bersin im Chem. Cen 
tralbl. 1935, I, 2831 erstattete Referat tiber die Arbeit von Purr, soweit es 
sich mit diesen Aktivierungserscheinungen beschaftigt, sachlich unzu 
treffend. E. Waschmann. 
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puffer und die Kurven 4° bis 474 den nach ebensolanger Vorbehandlung 
von S—S-Glutathion-Eisen(I])-Citrat. Kurve 5 gibt den Verlauf der 
Gelatinespaltung im sogenannten Normalversuch (gereinigtes Papain- 
Citrat-Gelatine) wieder. Aus dem Kurvenverlauf ist auch klar ersicht- 
lich, daB die Zusatzstoffe, bevor sie aktivieren, deutlich hemmen. 

Die Bedeutung der Bindungsart des Eisens bei der Aktivierung des 
Papains durch S—S-Glutathion bzw. Peptonextrakt und Eisen: Nachdem 
wir gefunden hatten, daB die Umformung des Papainbegleitstoffes X 
nicht durch ionogenes, zweiwertiges Eisen bewirkt werden kann, sondern 
nur durch ,,bestimmt’S komplex gebundenes, war zu priifen, ob dies 
auch beim S—S-Glutathion und dem Peptonextrakt der Fall ist. In 
der Tat treten auch diese Substanzen, wie die in der Tabelle VII zu- 
sammengesteliten Versuchsergebnisse zeigen, nur mit zweiwertigem 
Kisen, das an Citronensdure, Ascorbinsaure, Apfelsiiure oder Weinsaure 
gebunden ist, in Reaktion, so daB das Reaktionsgemisch in Kombination 
mit weiterem Eisen (II) den Aktivierungseffekt hervorzurufen vermag. 

In Tabelle VIL wird man wohl auch die Spaltungswerte der Ver- 
suche 14 und 15 als Zeichen einer ,,Aktivierung’ zu bewerten haben, da 
in den Ansiatzen der stark hemmende EinfluB der Ascorbinsaure voll- 
stindig aufgehoben ist!. 

Versuche, die ,,Inkubationszeit’ abzukiirzen: Es wurde erneut ver- 
sucht die ,, Inkubationszeit“, d. h. die Zeitdauer vom Versuchsanfang bis 
zum Beginn des Wirksamwerdens der Zusatzstoffe [S—S-Glutathion 
und Eisen(II)-Salz| oder [Peptonextrakt und Eisen(IL)-Salz] in Gegen- 


wart von Citronensaure (Ascorbinsaiure, Apfelsiure oder Weinsaure), ab- 
zukiirzen oder aufzuheben. Zu diesem Zwecke wurden unter Ny 2, 4 und 
22 Stunden bei 40° aufbewahrt: 


1. S—S-Glutathion-Citrat-Eisen(I1)-Sulfat. 


2. Gereinigtes Papain-S —S-Glutathion-Citrat-Eisen (I1)-Sulfat. 


3. Gelatine-S —S-Glutathion-Citrat-Eisen(I1)-Sulfat bevor zu 
1. Enzym und Gelatine, zu 2. Gelatine und zu 3. Enzym zugesetzt 
wurden. Als Vergleichsversuch diente ein sogenannter ,,0-Stunden- 
Versuch‘, bei dem alle Komponenten sofort zusammengegeben wurden 


1 Entgegen unserer friiheren Angabe vermag die Kombination S—S- 
Glutathion-Ascorbinsaéure nach voribergehender starker Hemmung im 
Versuch (Papain—Puffer-Gelatine) einen geringen, aber deutlichen Akti- 
vierungseffekt auszuiiben, meBbar beispielsweise nach 24stiindiger Versuchs 
dauer. Es ist demnach sehr wahrscheinlich, daS Ascorbinsaéure mindestens 
die Disulfidgruppe des oxydierten Glutathions und solche des Peptons-Wiét 
unter den eingehaltenen Bedingungen in enzymatisch nachweisbarer Menge 
zu SH aufzuspalten vermag. Das auf 8S. 17 und 18 Gesagte gilt sinngemals 


auch hier. 
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Tabelle VII. Verlauf der Gelatinehydrolyse in Gegenwart von 

Begleitstoff X-, S—S-Glutathion- oder Peptonextrakt-Eisen(I] 

und Citronensaure, Ascorbinsaure, Apfelsaure, Weinsaure, 
Brenztraubensaure usw. 


Enzym: Papain B, 1,25 °oige Lésung. Puffer: m/5 Acetat. Substrat 
Gelatine Nr. 1, 8 °,ige Lésung. Zusatzstoffe: Begleitstoff X-Lésung 29! 
2. S—S-Glutathionlésung? (leem enthalt 12,7mg). 3. Peptonextrakt 
lésung’. 4. FeSO,.7H,O (leem enthalt 4,6mg Fe). 5. Die Lésungen 
der Séuren waren m/5 und auf pq ungefaihr 5 eingestellt. Ausfiihrung: 
Eine Vorbehandlung der Zusatzstoffe fand nicht statt. Die Luft iiber dem 
Ansatz in den Me8kélbchen war durch N, verdrangt. Titrationsprobe 
2cecem. Werte: Mittel aus zwei Proben. 





Azidititszuwachs 
Art und Menge der Zusatzstoffe fiir 10cem Ansatz (cem 0,05n KOH 
nach 24 Std. 


Normalansatz (0,4cem Enzymlosung). . ...... 1,56 
4-2,5mg Cystein . "alee sale Neal coat Cage aM cher NC 2,85 
+0,1cem Be gle itstoff X (+ 0,0lcem nNaOH)... 0,65 
+1 , Peptonextrakt ... 0... 1.2... 0,84 
+1 . S—S-Glutathion . . ; rie 1,34 
14,6 mg Ascorbinsaure (+ 0 07 ccm n NaOH). ‘ 0,41 
0.5cem Citronensture ........2..2.444. 1.80 
0.5 . Brenztraubensaure . . Sef gS Ae 1,82 
1 .  Eisensulfat (+ 0,008 cem n NaOH) ee eed 0,73 
1 . Begleitstoff X +1leem Fe. ....... 0,61 
1 » Peptonextrakt-+1lceem Fe........ 0,59 
1 ., S—S-Glutathion + leem Fe. . ais 1,20 
Begleitstoff X + 14,6 mg Ascorbinsiure we 0,86 
Peptonextrakt + 14.6 mg Ascorbinsaure . . 1,64 
S F5-Glutathion + 14,6 mg Ascorbinsaure . 1,83 
Begleitstoff X + 14,6 mg Ascorbinsaure 
+lecm Fe Begin nt Vite 5 
Peptonextrakt + 14,6 mg Ascorbinsiure 
+1lecem Fe Paid Meat Mr ae nena ed 
S—S-Glutathion 4 14,6 mg Ascorbinsiure 
a MN Oe rg SR Se he 
Begleitstoff X + 95 cem Citronensdiure 
+1eem Fe a re rae ee ee 
Peptonextrakt + 0,5 cem  Citronensaure 
+ teem Fe ae re ee ee ee ee? 
S—S-Glutathion + 0,5 cem Citronensaure 
+1l1eem Fe : a ani ne Atl ean ei gal 
Begleitstoff X + 0.5 ecm Apfelsiure 

leem Fe ; Td ye te dat 
Peptonextrakt + 0,5 com | Apfelsiiure 
+ teem Fe FAA eet ees Pe ae hk ae ae 
S—S-Glutathion + 0,5 ecm Apfelsaure 
+icem Fe ele hale of hg eS oeortarc 
0.1 . Begleitstoff X + 0,5 cem Weinsiure 

Be ee ere ee Pred or ae ee ge 2,10 


+++4++4++4+4+44 


1 Darstellung siehe bei E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 
141, 1934, und zwar S. 162. 2 Durchleiten von O, durch eine SH- 
Glutathionlésung vom py 8,0, so lange, bis leem (+ Am,SO,) kein: 
SH-Reaktion mehr gibt; vzl. auch a.a.O., S. 172. $’ A.a.O., und 
zwar S. 174. 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 





Azidititszuwachs 
Art und Menge der Zusatzstoffe fiir 10cem Ansatz (cem 0,05 n KOH) 
nach 24 Std. 


rat 
291 { . Peptonextrakt + 0,5 ccm Weinsiure 
alt +Toom Fe... .. See a es 
wen S—S-Glutathion + 0,5cem Weinsaure 
iiaies +1 com Ke ee ot se Sar eta: eatrled 53 
- Begleitstotf X 0,5 com Bernsteinsaure 
Gem abe l ecm Fe ae tee a ae a aed’ Se eae 
robe »  LPeptonextrakt + 0,5 cem  Bernsteinsaiure 
sen er LP fuel ee a ee te oe 
— : S—S-Glutathion + 0,5 com Bernsteinsaiure 
17 + 1eem Fe Sarre eee 
: ; + (), Begleitstoff X + 0,5 eem Milchsiure 


7 me ORR Oe! Chg Phd a oe Ua, cere ie =o) 0,78 
Peptonextrakt + 0,5 ccm Milchsaure 
+icem Fe... ah Sanwa endl %e 0,66 
S—S-Glutathion + 0,5 cem Milchsaure 
ee I OME MOR ing. ce! 5 ef eee vaya te ig ab Le 0.51 
Begleitstoff X + 0,5 eem Glykolsiure 
So ee rs rein 0,82 
Peptonextrakt + 0,5 com Glykolsaure 

leem Pe... . , ee ee 0,69 

S—S-Glutathion + 0,5 cem Glykolsdure 
Se es ot a ea sare ice es 109 
Begleitstoff X + 0.5 cem Brenztraubensaure 
+icem Fe em ar ge ae ae ee 
Peptonextrakt + 0,5 ccm Brenztraubensiiure 
+icem Fe af Dae theirs A ae ee 
S—S-Glutathion + 0,5 cem Brenztrauben- 
siure + Leem Fe 

Normalansatz (wie 1). 


und der Normalversuch (gereinigtes Papain-Citrat-Gelatine). Die 
Versuchsergebnisse sind in Form von Kurven in Abb. 7 zusammen- 
gestellt. 

In Abb. 7 geben die Kurven 1”, 14 und 17? den Verlauf der Gelatine- 
hydrolyse nach 2-, 4- und 22stiindiger Vorbehandlung des oben unter I. 
angefiihrten Stoffgemisches, die Kurven 2? bis 2° den der Hydrolyse 
nach ebensolanger Vorbehandlung des unter 2. angegebenen Stoff- 
gemisches und die Kurven 3? bis 3% den der Spaltung nach entsprechend 
langer Behandlung des unter 3. angegebenen Stoffgemisches. Die Kurve 0 
bezeichnet das Ergebnis des ,,0-Stunden-Versuchs“, die Kurve 4 den 
Verlauf bei Cysteinaktivierung, und die Kurve 5 beschreibt die Gelatine- 
spaltung im Normalversuch. 

Nach den vorliegenden Versuchsergebnissen, die bei dreimaliger 
Wiederholung gleichsinnig verliefen, kann — selbst nach einer 22 stiindi- 
gen Vorbehandlung des Stoffgemisches 1 und 2 eine Abkurzung 
der Inkubationszeit nicht erreicht werden. Dagegen hat es den Anschein, 
als ob dies nach einer 22stiindigen Vorbehandlung des Stoffgemisches 3 
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moéglich ware. Die Umwandlung des Stoffgemisches (S —S-Glutathion- 


bzw. Peptonextrakt-Eisen (I1)-Citronensiure) in ein aktivierendes ist 


uns also bisher nicht einwandfrei im ,,Reagenzglas**, d.h. durch Vor- 
behandlung, sondern nur im Milieu des Spaltungsversuchs gelungen. Ob 
und welche Faktoren von Seiten dieses Milieus noch hinzukommen 
oder hinzukommen miissen, um die Umwandlung, d.h. die reduktive 
Aufspaltung von S—S- zu SH-Gruppen zu ermdéglichen, wissen wit 
noch nicht. Es ist auf 
Grund unserer Erfah- 


3 


38 ar . 
rung mit Gelatine als 


=> © ~ 


Substrat nicht unwahr- 
scheinlich, daB die In- 
kubationszeit durch 


€ 


Wao 09 OO MO 
a8 + 2 99 


.. Verunreinigungen* im 


& 


Substrat weitgehend be 


a 
Cc 
« 


stimmt wird. Einen An 
haltspunkt dafiir haben 
wir schon in einer alteren 
Beobachtung: Danach 
aktiviert Begleitstoff X- 
Eisen ohne Vorbehand- 
lung, also sofort Papain 
gegentiber Pe pton- 
Witte!. Ferner beobach- 


tete der eine von uns 


Aciaitatszuwachs in com 005 n -KOH —»> 


vor kurzem bei Clu pein 
als Substrat, dab bei 
einem Clupeinpraparat 
die Vorbehandlungs- 
dauer fiir Begleitstoff 
X - Eisen (IT) - Citronen- 
saure nur 1 Stunde, bei einem anderen Praparat dagegen 4 Stunden 
betrug. Wie die Spaltungswerte in Tabelle VIII deutlich zeigen, ist auch 
ein solcher EinfluB von seiten der Gelatine auf die Inkubationszeit der 
Mischung [S—S-Glutathion-Eisen(1])-Citronensaure] festzustellen. 


Abb. 7. 


Eine Erklarung der Beobachtungen des Abschnittes IV, daB aus 
anfanglich deutlich hemmenden Kombinationen wie S—S-Glutathion- 
Kisen(I1)-Citronenséure oder Peptonextrakt-Eisen(II)-Citronensaure 
ziemlich stark aktivierende werden, kann nicht unberiicksichtigt lassen 
1. den Disulfidgehalt der Zusatzstoffe und 2. die Bedeutung, die de: 


| E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934, und zwat 
Ss. 149. 
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Tabelle VIII. Einflu8 des Substrats auf die ,Inkubationszeit* der 
Kombination [S—S-Glutathion- Eisen (I1)}. 
Enzym: Papain B; 1,25 °oige Lésung. 
Putter: m/5 Citrat. 
Substrat : Gelatine Nr. 1*, Nr. 2, Nr. 3, Nr. 5 
Zusatzstotfe: S—S-Glutathionl6sung (leem enthalt 0,0127 g¢ S——-S-Glu- 
tathion). FeSO,.7H,O; lLcem enthalt 4,6 mg Fe. 
Ausfiihrung: Verdrangung der Luft durch N,- Werte: Mittel aus zwei Proben 
von 2 ccm. 
Versuche |] bis 4: Normalversuche: 0,8 cem Papain, 2 cem Citrat. 7,2 cem 
H,O und 10 cem 8°, ige Lésung der Gelatine Nr. 1, 2, 
3 oder 5. 
0-Stunden-Versuch’*, wie 1 bis 4, nur 2cem S—S 
Glutathionlésung, 2 eem Eisenlésung, 0,008 cemn NaOH 
und entsprechend weniger H,O. 
12: Vorbehandelt unter N, wurden: 0,8 cem Papain, 2 cem 
Citrat, 2 cem S—S-Glutathion, 2 cem Eisen, 0,008 cem 
n NaOH und 3,2 cem H,O. Nach 4 Stunden wurde zu- 
gesetzt: Gelatine Nr. 1, 2, 3 oder 5. 
13 ,, 16: Vorbehandelt wurden bei 40°: 10 cem Gelatine (Nr. 1, 
2, 3 oder 5), 2 cem Citrat, 2 cem S——-S-Glutathion, 2 eem 
Eisen, 0,008 cem n NaOH und 3,2 cem H,O. Nach 
# Stunden wurden je 0,8 com Papain zugesetzt. 
17 ,, 20: Wie 9 bis 12, nur war die Dauer der Verbehandlung 
22 Stunden. 
21 ,, 24: Wie 13 bis 16, nur war die Dauer der Vorbehandlung 
22 Stunden. 





Ver- Aziditiitszuwachs in eem 0,05n KOH re Azidititszuwachs in cem 0,05n KOH 
such 
Nr nach 1 Std. nach3Std. nach 24 Std ) nach 1 Std. nach 3 Std. nach 24 Std 


0.65 91 : : 0,65 1,06 
0.60 ASS 7 0.56 0,92 
0.40 7 i 5 0.20 0.51 
0.64 i 2, 0.93 1.62 
0.35 re 2.65 7 0.65 1,24 
0.36 71 2.67 0.63 1,30 
0.15 32 2,16 0.32 0.74 
0.55 ,¢ pd 0,70 1,32 


Y 0,49 

10 0,47 
11 0,22 
12 0.55 
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Bindung des Eisens dabei zukommt, durch welche ohne Zweifel 
das Reduktionspotential des Metalls merklich erhéht wird. Was 
liegt dann naher als die Annahme, daB S—S- zu SH-Gruppen- 
reduktiv aufgespalten werden, die in Kombination mit tberschiissigem 


* Uber die Herkunft der Gelatinesorten orientiert die XIV. Mitteilung, 
diese Zeitschr. 279, 213, 1935, und zwar 8. 222. 
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komplexen Eisen (II) die beobachteten Aktivierungsetfekte hervorruten, 
Das Eisen ist im weiteren Verlauf nur insoweit am Aktivierungsvorgang 
beteiligt, als es fiir die Aufrechterhaltung der SH-Konzentration zu 
sorgen hat. Nach der Bildung geringer Mengen SH-Glutathion bzw 
SH-Peptide tibernimmt es somit die Rolle, die das Eisen bei der Akti- 
vierung des Papains durch kleinste Mengen Cystein oder S H-Glutathion 
spielt und die im Abschnitt I] naher beschrieben ist. 

Wir haben einer solchen Auslegung der Aktivierungserscheinungen 
in Gegenwart der obigen Zusatzstofte entnommen, daB nicht jede 
S—S-Verbindung unter den eingehaltenen Bedingungen im Sinne einer 
3ildung enzymatisch nachweisbarer Mengen Sulfhydryl mit Eisen(IJ)- 
Citronensiure, Ascorbinséure usw. reagiert, d.h. aufgespalten werden 
kann'!. Denn beispielsweise werden die in verhaltnismaBig reichlicher 
Menge das alkoholgereinigte Papain noch begleitenden disulfidhaltigen 
Eiweibstoffe bzw. die in der enzymatischen Wirkungsgruppe vermutete 
S-S-Gruppe nicht meBbar aufgespalten: Ware dies namlich der Fall, 
so miiBte das vom Begleitstoff X befreite Papain durch zweiwertiges 
Eisen, das an Citronenséure, Ascorbinséure usw. gebunden ist, aktiviert 
werden. Ebenso wie die Oxydierbarkeit der SH-Gruppe je nach ihrem 
Trager groBe Unterschiede aufweist, wird auch die Reduzierbarkeit der 


g 
S—S-Gruppe je nach ihrer Bindung recht verschieden sein. Nach 


unseren Erfahrungen scheinen es vor allem disulfidhaltige Peptide 
(und Cystin) zu sein, die, wir betonen dies nochmals, bisher nur in 
enzymatisch nachweisbarer Menge durch ,,bestimmt komplex ge- 
bundenes Eisen (d. h. wohl Eisen vom bestimmten Reduktionspotentia]) 
bei pu 5 aufgespalten werden k6nnen. 

Th. Bersin® verkennt die Situation, wenn er gelegentlich — ohne 
unsere Versuche nachgepriift zu haben — behauptet, wir waren den 
Beweis schuldig geblieben fiir unsere Annahme, daB die Aktivierung des 
Papains durch S S-Glutathion oder Peptonextrakt-Eisen auf det 
Bildung von Sulfhydryl beruhe bzw. daBS S-Gruppen durch Eisen(I1 
reduktiv aufgespalten werden kénnen. Wir haben weder behauptet 
noch angenommen, daB sich bei den von uns beschriebenen Vorgangen 
praparativ nachweisbare Mengen SH-Glutathion usw. bilden, wir haben 
es sogar vermieden von kolorimetrisch nachweisbaren Mengen zi 
sprechen®, aber wir halten auf Grund der Aktivierungseffekte daran fest. 
daB sich mindestens enzymatisch nachweisbare Mengen dabei bilden 


E. Maschmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 131, 1934, und zwat 
S. 150. * In Nord-Weidenhagen, Fortschritte der Enzymforschung, 
Leipzig 1935, Bd. IV, 8. 81, Anm. 1. ’ Der Nachweis geringer Meng 
SH-Verbindungen in Anwesenheit von verhaltnismaBig viel Eisen (11 
bzw. in dem Milieu des Spaltungsansatzes gelingt nicht immer einwand 
4 Ahnliche Beobachtungen hat einige Zeit spater auch A. Purr g 
Biochem. J. 29, 16, 1935. 
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Es ist sicher nicht richtig, aus negativ verlaufenden Versuchen 
Disulfide mit Ferroverbindungen?!*‘ zu reduzieren, zu schlieBen, daB 
iiberhaupt keine Disulfide von Eisen(I1)-Verbindungen auch nicht 


in minimaler Menge — reduziert werden, bzw. daB sich kein stark nach 
links verschobenes Gleichgewicht: S—S— +2 [Fe..] = 2 SH 


7 P ‘ - + ‘ - P 
2 [Fe...] bildet, indem ein groBer UberschuB zweiwertigen Eisens in 
a > 


bestimmt komplexer Bindung (d.h. vom bestimmten Reduktions- 
potential) vorliegt. Denn 1. ist in bezug auf Reduktionsfahigkeit Di- 
sulfid nicht gleich Disulfid; 2. ist in bezug auf Reduktionsvermégen 
Ferro- nicht gleich Ferroverbindung: 3. sind die Bedingungen, bei 
denen eine meBbare Reduktion eintritt, von Fall zu Fall sehr wahr- 
scheinlich verschieden (py-Abhangigkeit) und 4. kann man aus negativen 
Reagenzglasversuchen nicht ohne weiteres auf den Verlauf von Vorgangen 
in einem enzymatischen Milieu schlieBen. 


SchluBbemerkung. 


Manche der von uns aufgefundenen Aktivierungen urd Hemmungen 
erscheinen sehr kompliziert und bediirfen zu ihrem Verstindnis 
einige Geduld. Aber Reaktionsablaufe in proteolytischen Systemen sind 
oft nicht einfach. Unsere Beobachtungen sind so eingehend  be- 
schrieben — nachdem ihre Reproduzierbarkeit von mindestens zwei 
Untersuchern bestatigt wurde —, daB ihre Nachpriifung bei einiger 
Ubung auf diesem Gebiet und unter Einhaltung der Bedingungen ohne 
weiteres gelingen mub. 


Bersin, 
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XVII. Mitteilung!: 


Der EinfluB verschiedener Arsenverbindungen auf die Wirksamkeit 
des Leberkathepsins. 


Von 
Ernst Masehmann. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Georg Speyer-Hauses 
in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 1, Juli 1935.) 


In der XIII. Mitteilung dieser Reihe*? wurde iiber die Ergebnisse be 
richtet, die wir bei der Untersuchung des Einflusses 15 verschiedener Arsen 
verbindungen, darunter der therapeutisch wertvollsten, auf die Wirksamkeit 
des Papains (.Werck 1: 350) und eines daraus bereiteten, begleitstoffirmeren 
Praiparats gegeniiber Gelatine im acetat- wie im citratgepufferten Versuch 
erhalten haben. Wir schenkten der Untersuchung um so groBere Aufmerk 
samkeit, als unsere Beobachtungen nicht mit den SchluBfolgerungen tibet 
einstimmten, die 7h. Bersin® aus dem Verhalten der 4-Amino- und 4-Acety! 
aminophenylarsinsaure, des 4-Aminophenyvlarsinoxyds und des sogenannten 
, Solusalvarsans** gegentiber verschiedenen Papainpriparaten gezogen hat 
Nach diesem Autor soll Papain durch Arsinsiuren mehr oder minder ge 
hemmt, dureh Arsinoxyde und die Arsenoverbindung aktiviert werden 
Wir fanden dagegen, dali die Papainwirkung gegentiber Gelatine als Substrat 
durch Arsinséiuren nicht nennenswert beeinfluBt wird; gleich verhielt sich 
auch das 4-Oxyphenylarsinoxyd, wahrend 4-Amino- und 3-Amino-4-ox) 
phenylarsinoxyd gering, aber deutlich die Gelatinespaltung hemmten. Von 
den gepriiften Arsenobenzolderivaten zeigte sich Arsencphenylglycin in 
bezug auf Aktivierungsvermoégen ,,launenhaft*' und — ,,dosisabhangig’ 
Solusalvarsan und Benzazon-Na' waren ohne besonderen EinfluB8 und nu 
Salvarsan besa ein konstantes und merkliches Aktivierungsvermogen. 

Vor kurzem hat Bersin® unsere Angaben kritisiert aber nicht experi 
mentell widerlegt. Die nachtragliche Begriindung Bersins, warum er d 
friiher auch von ihm schon festgestellte Aktivierung des Papains dure 
Salvarsan gegentiber Gelatine nicht mitgeteilt hat, namlich .,wegen de: 
Niederschlagsbildung™, ist nicht stichhaltig: Denn Solusalvarsan fallt bein 
Zugeben zum Ansatz auch aus, und trotzdem hat Bersin damals sein 
dabei gemachte, von uns aber nicht bestatigte Beobachtung mehrtfac! 
mitgeteilt. 

Unsere Angabe z. B. iiber die deutliche Hemmung der Papainwirkung 
durch 4-Aminophenylarsinoxyd gegeniiber Gelatine wird, soweit sie dies 
iiberhaupt bedarf, durch eine Zahlenangabe von Bersin selbst bestatigt 
In der Tabelle auf S. 180 seiner II. Mitteilung wird fiir den Ansatz (PaSH 


1 XVI. Mitteilung, diese Zeitschr. 280, 184, 1935. > XIII. Mitteilung 
ebenda 277, 139, 1935. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 177, 1933. 


4 Uber die Konstitution dieser Verbindungen vgl. man die XIII. Mitteilung 
— ° Diese Zeitschr. 278, 340, 1935. 
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ohne Zusatz) unter Spaltungsindex (oder Aziditaétszuwachs) der Wert 
94 cem, fiir den Ansatz (PaSH + 0,001 Mol/Liter H,NC,H,As O) der 
Wert 0,66 cem angegeben!'. Die Differenz, die weit auBerhalb der Fehler- 
grenze der Titrationsmethode von Wallstdtter-Waldschmidt-Leitz liegt, 
vesagt nichts anderes, als was wir angegeben haben: geringe Hemmung 
der Papainwirkung durch p-Aminophenylarsinoxyd gegeniiber Gelatine 
als Substrat. 

Neue vergleichende Versuche iiber den Einflu8 von  Arsen- 
verbindungen auf die Papainwirkung gegeniiber verschiedenen Substraten 
wie Gelatine, Ovalbumin, Clupein, Peptone usw., die noch nicht ab- 
geschlossen sind, machen es sehr wahrscheinlich, daB der EinfluB ein 
und derselben Arsenverbindung auf den proteolytischen Vorgang mit 
dem Substrat wechseln kann. Das ist nicht iiberraschend, da 
man seit langem wei, daB Arsenverbindungen gegen EiweiBstoffe nicht 
indifferent sind. Schon allein eine geringe physikalische Zustands- 
anderung des betreffenden Substrats kann die Spaltung in férderndem 
oder hemmendem Sinne me8bar beeinflussen (vgl. dazu die Tabellen IIT 
und IV mit Tabelle V). 

In der vorliegenden Mitteilung sind die Ergebnisse zusammen- 
gestellt, die ich bei der Untersuchung des Einflusses von 15 verschiedenen 
Arsenverbindungen auf die Wirksamkeit des Kathepsins aus Schweine- 
leber gegeniiber Gelatine verschiedener Herkunft bei px = 4 und gegen- 
iiber Clupein? bei px = 5* erhalten habe. Die Versuchsreihen, die als 
Beispiele in den Tabellen mitgeteilt sind, wurden alle mindestens einmal 
wiederholt. Sie wurden auch durch weitere Versuche mit Kathepsin- 
ausziigen aus verschieden alten Leberpraparaten sichergestellt. 


1. Kathepsinextraktion aus Organpulver. 


Die in dieser Untersuchung benutzten kathepsinhaltigen Organausziige 
wurden nach der von uns friiher beschriebenen Methode bereitet*: Kurzes 
Schiitteln des eisgekiihlten Organpulvers mit Eiswasser (10 Minuten) und 
rasches Absaugen auf vorgekiihlter Nutsche (Gesamtdauer ungefahr 20 Mi- 
nuten). Der Schweineleberbrei wurde drei-, fiinf- oder zehnmal mit 70 °,igem 
Alkohol extrahiert und danach mit Alkohol-Ather getrocknet. Nach neueren 
Versuchen mit FE. Helmert ist das friiher beschriebene Verfahren zur Extrak- 
tion des Kathepsins aus Organpulver nicht immer die giinstigste Art, 
praktisch die Hauptmenge Kathepsin zu gewinnen. Es versagt, wie wir 
jetzt gefunden haben, vor allem bei Organpraparaten, die vor dem Trocknen 
drei- bis zehnmal mit Aceton extrahiert wurden. Acetonbehandelte Schweine- 
lebern geben gréBere Mengen Kathepsin nur an sehr verdiinnte Essigsiure 
ab, alkoholbehandelte mehr an Wasser als an essigsaures Wasser. Ahnliche 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 177, 1933. 2 Clupeinesterchlor- 
hydrat wurde mir von Herrn Prof. K. Felix in liebenswiirdiger Weise 
zur Verfiigung gestellt. “ Vgl. E. Waldschmidt-Leitz u. Mitarbeiter, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 17, 1929/30, und zwar 8S. 35. 3’ BE. Masch- 


mann u. E. Helmert, ebenda 216, 141, 1933. 
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Léslichkeitsunterschiede zeigt auch das Kathepsin in aceton- oder alkoho 
getrockneten Praparaten gegen wiasseriges Glycerin und angesduerte 
wiasseriges Glycerin. Einzelheiten auch tiber das verschiedene In-Léosuny 
gehen der SH-Proteine werden spater mitgeteilt’. 


Die verschieden leichte oder schwere Extrahierbarkeit des Ka 
thepsins aus Organpulver kann man zur Deutung der celluléren Enzym 
Verankerung nicht heranziehen, da die Léslichkeit des Enzym-Eiweili 
komplexes im wesentlichen davon abhangt, wie weit die Denaturierung 


der Eiweibstoffe erfolgt ist und welche davon mehr oder minder weit 
gehend betroffen werden. Welche EiweiBstoffe beim Extrahieren und 
Trocknen des Organbreies denaturiert und schwer- oder unléslich werden 
z. B. in Wasser, in angeséuertem Wasser, Glycerin usw, hangt vor allem 
von den benutzten Extraktions- und Trocknungsmitteln ab, weniger an 
scheinend von der Zeitdauer der Behandlung. Die Brauchbarkeit eines 
Verfahrens zum Herauslésen des Kathepsins aus Organpulver wird 
wohl mehr durch diese Verhaltnisse bestimmt als dureh die Art 
der plasmatischen Verankerung der Proteinase. Durch Variation 
aller MaBnahmen — vom Zerkleinern des Organs an bis zum fertigen 
Auszug — wird es méglich sein, begleitstoffarme, enzymreiche Ausziige 
darzustellen, die vielleicht auch eine erfolgreichere Reinigung kathepsin- 
haltiger Ausziige erméglichen und verschiedene Aktivierungs- und 
Hemmungserscheinungen besser zu klaren erlauben. 


Bemerkung tiber die Aktivierung des Kathepsins durch Ascorbinsdure. 
Es wurde von unserer Seite schon mehrmals darauf hingewiesen, dal 
das von P.Karrer und F.Zehender? aufgefundene Aktivierungs- 
vermégen der Ascorbinsaure (Vitamin C) gegeniiber Kathepsin starken 
Schwankungen unterworfen ist. Ohne mich hier néher mit den méglichen 
Ursachen dieser Erscheinung zu befassen, will ich in diesem Zusammen- 
hange nur auf den Versuch Nr. 3 in Tabelle V als Beispiel hinweisen: 
Er zeigt, daB die katheptische Wirkung gegeniiber einem Clupeinpraparat 
durch Ascorbinsaure merklich gehemmt wird. Seither wurde immer nur 


1 Dabei werden wir auch auf die Mitteilung von FE. Waldschmidt-Leitz 
u. K. Bartunek (Zeitschr. f. physiol. Chem. 283, 36, 1935) eingehen. Aus 
dieser geht hervor, wenn ich sie recht verstehe, daB die Ansicht von 
Waldschmidt-Leitz iiber Kathepsin sich der unseren weitgehend angeglichen 
hat. — 2 Helv. chim. Acta 16,701, 1933; 4. Purr (Biochem. J. 29, 13, 1935) 
spricht sich ,,the discovery of the activating effect of the vitamin C-Fe 
complex on... cathepsin“: zu. Als Beleg verweist er auf Biochem. J. 27, 
1703, 1933, worin aber nur die Rede von der Aktivierung des Kathepsins 
durch Ascorbinséiure ist. Dagegen haben wir in der Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 222, 207, 1933, und zwar 8. 214, auf die Verstarkung des Aktivierungs- 
vermégens des Vitamin C durch Eisen (II) zuerst aufmerksam gemacht. 
Diese Beobachtung wurde kurz darauf von H.v. Euler, P. Karrer u. 
FE’. Zehender (Helv. chim. Acta 17, 157, 1934) bestatigt. 
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die Aktivierung des Kathepsins durch Ascorbinsaéure gegeniiber Gelatine 
als Substrat gepriift. Zusammen mit Versuchen, die Art der Vitamin C- 
Aktivierung aufzuklaren', untersuchen wir, ob und wieweit bei der 

ndirekten‘‘ Aktivierung des Kathepsins verschiedener Herkunft durch 
Ascorbinséure auch das Substrat von Bedeutung ist. 


2. Einflu8 von Arsinsiuren und Arsinoxyden auf Leberkathepsin. 


Nach den Angaben der Tabellen I und II wird die durch vollaktives 
Leberkathepsin bewirkte Hydrolyse der Gelatine durch Arsinséuren und 
auch durch Arsinoxyde mehr oder minder deutlich gehemmt. Der Hem- 
mungseffekt der Arsinoxyde ist gréBer als der der Arsinsiuren. Nach Ver- 
such Nr. 6 der Tabelle Il scheint 4-Oxy-phenylarsinoxyd besonders 
stark hemmend in den proteolytischen Ablauf einzugreifen. Dieses 
Verhalten des Arsinoxyds ist deshalb bemerkenswert, weil es die Proteo- 
lyse im Versuch (Papain-Gelatine) nicht nennenswert beeinfluBt. 

Verschieden von dem eben geschilderten Verhalten ist das der 


Arsinsauren und Arsinoxyde in den Versuchen mit Clupein als Substrat 
(Tabelle V). Von einer Hemmung der durch vollaktives Kathepsin be- 


Tabelle I. Einflu8 von Arsinséiuren und Arsinoxyden auf die 
Wirksamkeit von Leber-Kathepsin gegeniiber Gelatine. 
Enzym: Brei von einer Schweineleber (frisch vom Schlachthof 
bezogen), dreimal mit 70° igem Alkohol je '/, Stunde 
extrahiert und danech mit Alkohol-Ather getrocknet. 
Lufttrocken, gepulvert und feinst gesiebt. Aus diesem 
Organpulver wurden mit eiskaltem Wasser — wie friiher 
beschrieben* — innerhalb 20 Minuten der Auszug be- 
reitet. Farbe: Gelbgriin (Flavine’). 2,5 cem enthielten 
im Durchschnitt 16mg feste Substanz (105°). 2,5 cem 
gaben nach Am,80O,-Zusatz und NH, mit Nitroprussid 

sehr deutliche SH-Reaktion. 

Puffer: n-Essigsaure. 

Substrat: 8 °%cige Lésung der Gelatine Nr. 5*. 

Arsenverbindung: m/50 Lésungen, auf pu 4 eingestellt. Dabei fallt ein 
geringer Teil der 3-Amino-4-oxyphenylarsinsdure aus; 
die anderen Sauren bleiben in Lésung. 

Ausfiihrung: Z. B. Normalversuch: 2,5cem Enzymloésung, 0,7 cem 
n Essigséure, 4,3 cem H,O und 2,5cem Gelatine. Die 
Ansitze enthielten also kein Glycerin. Luft aus den Meb- 
kélbchen durch N, verdriangt, ¢ = 30°, Dauer 24 Stunden. 
Titrationsprobe 2cem. Werte: Mittel aus zwei Proben. 
End-px = 4,1 bis 4,2. (Antimonelektrode und _ kolori- 
metrisch bestimmt.) 


1 Vgl. z. B. diese Zeitschr. 277, 97, 1935, und zwar 8S. 111. — ? BE. Masch- 
mann u. E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 141, 1933; 222, 215, 
1933. — * Zur Herkunft der Gelatine vgl. man diese Zeitschr. 279, 213, 1935 
und zwar 8S. 222. 
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+ 0,2 a m 2500 
a 9 1 Hy N— AsOz Hg m 500 
+05 i m/1000 
+02 , = m/2509 , 
Normalversuch . aes os See 
+1 ecm HyN—As=O m/j500 As 
+05 . 2 m/1000 . 
O22 « a m/2500 er, 
CH,;CO.HN—AsO,H, m/500 As 
m/1000 
a m 2500 
| HO--AsO;H, {™ 500 As . 
5 m/ 1000 
NH, m/2509 
| HO—AsO,H, { m/500 As 
- cE ahs m 10/ Mw) 
” |  NH.OCCHs | m/2500 
|HO—As—O {™m500 As 
m/1000 . 
| NH, |m2500 , . ... 
Hig NH, CCOHN—AsO3H, m590 As 
* m/1090 
% i m/2500 
Normalvyersuch . 


CmnDo, Wnmore 
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Tabelle IIT. Einflu8 von Arsinséuren und Arsinoxyden auf dir 
Wirksamkeit von Leber-Kathepsin gegeniiber Gelatine. 
Unterschiede gegeniiber Tabelle I: a) Leberpraparat, aus zwei Schweine 
ebern nach zehnmaliger Alkoholextraktion des Leberbreies bereitet. 
b) Gelatine Nr. 2. 

Enzymlésung: ,,Eiswasserauszug* aus einem zehnmal mit 70 °,igem Alkoho 
extrahierten und dann mit Alkohol-Ather getrocknete: 
Schweineleberpraparat innerhalb 25 Minuten bereitet, 2,5ceem 
enthielten 9 mg feste Substanz. 2,5cem + Am,SO, — NH 
gaben mit Nitroprussid-Na deutliche SH-Reaktion. 

Weiteres: Vgl. Tabelle I. Die Lésungen der Arsenverbindungen wurden 
(fiir jede Versuchsreihe) frisch bereitet. 
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Azidititszuwachs 


Zusitze zum 10-cem-Ansatz in cem 0,05 n KOH 
nach 24 Std. 


TOMATONMES es ccs ee ae a we ot ee eee eS 0,71 
2,5mg m/500 Cystein ....... Sy 1,45 
+3,7 . m/500 Ascorbinsfure .......2.2.. 0,81 


wrore 


a Biles ig TION RIN See mo eo a ere ee , 0,48 
-+- HO—AsO,H, m/000 As... . 2 - swe ew ew ee 0,55 
+ HO—As—Om/500 As ... a eae arr 0,15 
+ Hy AsO, 0, mM Ae. 2 wk et we 0,51 
+ H,N—As=O m/500 As. ............ 0,60 
+ CH,CO.HN—AsO;H, m/500 As .... 2... 0,46 
+H,NH,CCO.HN—AsO,H, m/500 As... ... 0,59 
+ HO—-AsO,;H, m500 As . Ln iran oh Mee Js 0,62 


NH, 

+ HO--As—0 m/000 As ......-. ers) ao 0,25 
NH, 

+ HO—As0,;H, mj500 As. ...... ie et 0,51 
NH.OCCH, 

Normalversuch...... ee Tay sg . ‘ ; 0,73 


Dm~I1D Ore 


wirkten Clupeinhydrolyse durch die Arsinsduren kann wohl keine Rede 
sem; dagegen darf man dies von den Arsinoxyden, mindestens von 
4-Oxy- und 3-Amino-4-oxy-phenylarsinoxyd sagen. 

In den Versuchen der Tabelle I und V sind nur die Substrate ver- 
schieden. Man wird deshalb wohl die verschiedenartigen Einfliisse der 
Arsinséuren in Zusammenhang mit der chemischen Verschiedenheit 
der Substrate bringen kénnen. Noch auffallender ist das Verhalten des 
Salvarsans in den Versuchen mit Gelatine einerseits und in den mit 
Clupein als Substrat andererseits (Tabelle III, IV und V). 

Das vorliegende Versuchsmaterial besagt, daB die drei gepriiften 
Arsinoxyde einen hemmenden EinfluB auf die katheptische Wirkung 


der Schweineleberausziige sowohl gegeniiber Gelatine als auch gegen- 
uber Clupein ausiiben, daB die Arsinsdéuren die Gelatinehydrolyse 
hemmen, auf die Clupeinspaltung aber keinen nennenswerten Ein- 
fluB haben. 


3. EinfluB von Arsenoverbindungen auf Leberkathepsin. 


Die Spaltungsergebnisse in den Tabellen III und IV lassen einen 
aktivierenden EinfluB des Salvarsans und einen deutlich hemmenden 
des Solusalvarsans und Benzazons auf die durch Kathepsin bewirkte 
Gelatinehydrolyse erkennen. Man darf aber aus dem Verhalten des 
Salvarsans im Versuch (Kathepsin-Gelatine) nicht einfach ableiten, 
daB Salvarsan inaktives Kathepsin in aktives uberzufiihren vermag, 
denn wie die Ergebnisse der Versuche Nr. 13 bis 17 in Tabelle V zeigen, 
wird die katheptische Wirkung des Leberauszuges im Versuch (Ka- 
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thepsin-Clupein) durch Salvarsan ebenso gehemmt wie durch Sol 
salvarsan und Benzazon. Ob Arsenobenzolderivate inaktives in aktiv: 
Kathepsin tiberzufiihren vermégen, oder ob die zu beobachtende Wi 
kungssteigerung auf einem anderen Wege erfolgt, 14Bt sich heute noch 
nicht entscheiden. Der verschiedene EinfluB des Salvarsans auf di 
Hydrolyse im Versuch (Kathepsin-Gelatine: pa = 4) und (Kathepsi) 
Clupein; px = 5) hat sicher nichts mit dem Ausfallen der Salvarsanbase 
im letzteren zu tun, denn im Versuch (Papain-Gelatine ; px = 5) wird div 
Proteolyse auch von der ausgefallenen Salvarsanbase merklich gesteigert 


Tabelle II]. EinfluB des Salvarsans, Solusalvarsans und Benz 
azons auf die Wirksamkeit von Leber-Kathepsin gegeniibe: 
Gelatine. 

Enzymlosung: Vgl. Tabelle I. 

Puffer: n Essigsaure. 

Substrat : 8°,ige Lésung der Gelatine Nr. 5. 

Arsenoverbindungen: m/100 Lésung; auf ungefahr pH = 4. eingestellt 
Salvarsan und Solusalvarsan bleiben in Lésung 
Benzazon fallt aus. 

Bei Zugabe von Solusalvarsan zum Ansatz fallt es im Gegensatz zum 

Salvarsan feinflockig aus. Salvarsan Op. Nr. 7109 (Standardpraparat 

Solusalvarsan Op. Nr. 106 (Standardpraparat), und zwar in fester Form 
(nicht in klinischer Lésung). 





Aziditétszuwachs 
Zusitze zum 10-ccm-Ansatz in ccm 0,05 n KOH 
nach 24 Std 


promeaennder 7 8. 4. ets Hse, S48 ar ome 1,06 


oe ee Ns. 3S nn) ee EE eee le Sih 1,36 
+73 . Ascorbinsature....... i Seas: 1,25 


com mioov Salvdrsan ..« .4 . 5% i5 * 4 1,18 
E m/1000 s : ah he oaner Aes Capa: 1,16 
m 2500 i WN Be Ee eta ier Blo 1,10 


m/500 Solusalvarsan ..... eV grene 0,44 
m/1000 “ pralat Lascnpa arch’ Oana 0.50 
m/2500 ei RS meas ie ae gaa 0,61 


10 a ee ee 0,64 
11 R m 1000 ” ed Bsn Isat ae 0,68 
12 +02 . m/2500 J re eee ret ee 0,81 


ae 0 =P RINNE. g Sh gop ee a ee bl ew 1,00 


Tabelle [V. EinfluB von Salvarsan, Solusalvarsan und Benzazo: 
auf Leber-Kathepsin. 
Unterschied gegeniiber Tabelle III: a) Kathepsin aus einem /tinfmal mit 
70° igem Alkohol vorbehandelten Schweineleberpraparat. b) Gelatine Nr. 2 
Enzymlésung wie in Tabelle I bereitet. SH-Reaktion in 2,5 eem deutlic! 
positiv. 2,5 cem enthielten 12,4 mg feste Substanz (105°). Puffer: n Essig 
siure. Substrat: 8°,ige Lésung der Gelatine Nr. 2. As-Lésungen w 
Tabelle III, frisch bereitet. Ausfiihrung wie in Tabelle I angegeben. 
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Aziditatezuwachs 
Zus&tze zum 10-cem-Ansatz in cem 0,05 n KOH 
nach 24 Std. 


Normalversuch 
5 mg Cystein . ‘ 
7 ,  Ascorbinsaure . 


wm 


+m/500  Salvarsan 
+ m/10! 10 

+ m 2590 

+ m 5000 

+m/500 Solusalvarsan 
+m 1000 

+ m/2500 

+ m/5000 ‘A 
+m/500 Benzazon 
+ m/1000 fs 

+ m/2500 - 

+ m/5000 ‘s 


Normalversuch 


P~ID St 


Tabelle V. Einflu8 von Arsinséiuren, Arsinoxyden und Arseno- 
verbindungen auf die Spaltung des Clupeins durch Leber- 
Kathepsin. 

Enzymlésung: ,,Eiswasserauszug** genau wie in Tabelle I aus dem gleichen 
Schweineleberpraparat. 

Puffer: m/5 Citrat. 

Substrat : 8% ige Lésung von Clupeinesterchlorhydrat, mit NaOH auf 
pu = 5 eingestellt. 

As-Lésungen: Wie in Tabelle I bzw. III; frisch bereitet. 





Ver- Aziditatszuwachs 
such Zusatze zum 10-eem-Ansatz in eem 0,05n KOH 
nach 24 Std. 


Normalversuch ........+.--ee-. ee 0,62 
Some Wie CYNON... wk ee 0,96 
3.7 . m/500 Ascorbinsaure . PT n ge eee 0,42 


As 3 Oz ™m 590 MONS *rart sen te eal ae: 0,55 
HO—AsO,;H, m/500 ,.... mateera tenes ts 0,57 
HO—As=O WHOWU 2. 6s F ca : 031 
+ H,N—AsO,H, m/500 AA ae ee para Leas 0,58 
+H,N—As=O m500 , cee er ree 0,54 
+ CH,CO.HN—As0O,H, m oe Sepa ial mnie: cc 0,61 
Oat iee WORN AR. coe ce ee ee 0,69 


N Hy 
HO-—-As=0) m 500 
NH, 
HO As. Hy m D900 
NH.OCCHs, 
Salvarsan m/500 As 
a m/1000 
+ Solusalvarsan m/500 
oe r m 1009 
+ Benzazon m 500 
Normalversuch 


pm peek fh eh beh pk 
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E. Maschmann. 


SH-Reaktion und enzymatische Wirksamkeit. Die kathepsinhaltig: 
Ausziige — auch die aus zehnmal mit verdiinntem Alkohol vorbehandelt«; 
Organpraparate' — geben alle nach Zusatz von Ammoniumsulfat und 
Ammoniak mit Nitroprussidnatrium eine mehr oder minder deutliche 
SH-Reaktion. Diese kann man auch noch einigermaBen deutlich in 
2 ccm des Spaltungsansatzes, in dem auf 10 ccm Gesamtvolumen 2,5 ccm 
Auszug kommen, feststellen. Man beobachtet nun ziemlich regelmabig, 
daB nur in den Versuchen, in den die Hydrolyse merklich gehemmt ist, 
die SH-Reaktion negativ ausfallt. Es sei hier angefiigt, daB bei Versuchs- 
beginn die Luft aus den MeBkélbchen durch Stickstoff verdrangt wurd: 
Inwieweit das Verschwinden der SH-Reaktion ursachlich mit den 
Hemmungserscheinungen zusammenhangt, soll vorerst offen gelassen 
werden. 

Die Ergebnisse in der XIII. Mitteilung und die in der vorliegenden 
erlauben keine allgemeinere Aussage, auch keine bestimmte Voraussage 
iiber den EinfluB von Arsenverbindungen auf die Proteinasen bzw. auf 
proteolytische Vorginge. Denn das Verhalten der Arsenverbindungen 
hangt sehr wahrscheinlich nicht nur von dem Enzympraparat, d. h. von 
seiner stofflichen Zusammensetzung und seiner enzymatischen Wirk. 
samkeit ab, sondern auch von den als Substrate benutzten EiweiBstoffen. 
Es ist deshalb und auch in bezug auf unsere oft nur kurzlebigen Kennt- 
nisse tiber die Proteinasen mindestens verfriht, irgendwelche Zusammen- 


hinge zwischen dem Verhalten von Arsenverbindungen gegeniiber 
intracellularen Proteinasen und der chemotherapeutischen Wirkung 
dieser Arsenverbindungen zu konstruieren. 


1 Vel. E. Maschmann und E. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 222, 
215, 1933. 





Das Hefesaccharase aktivierende Strahlengebiet. 
(6. Mitteilung der Reihe: Uber den Einflu8 ultravioletten Lichtes auf Hefe- 
saccharase.) 
Von 

G. Gorbach und H. Ruess. 

Aus dem Biochemischen Institut der Techn. und Mont. Hochschule Graz- 
Leoben in Graz.) 
(Eingegangen am 17. Juli 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung haben wir gezeigt, daB ultraviolettes 
Licht die Wirkung von Hefesaccharasepraparaten nicht nur schadigen, 
sondern auch verbessern kann. Es ist eine Frage der Dosierung, ob eine 
Erhéhung oder Erniedrigung derselben eintritt. Langere Bestrahlungs- 
zeiten fiihren zur Inaktivierung, kurze zur Aktivierung der Enzym- 
praparate. Diese tritt jedoch nicht gleich nach der Bestrahlung, sondern 
erst beim Stehen der Enzymlésung auf. Aktivierbar sind nur un- 
gereinigte oder wenig gereinigte Praparate. Wir haben diese Be- 
strahlungen ohne Vorschaltung eines Filters ausgefiihrt. Aus friiheren 
Untersuchungen! ging mit groBer Wahrscheinlichkeit hervor, daB die 
Schidigung der Hefesaccharase durch Strahlen mit Wellenlangen um 


270 my verursacht wird, ein Strahlengebiet, fiir welches die Saccharase- 


praparate infolge des in ihnen vorhandenen Tryptophans ein Ab- 
sorptionsmaximum aufweisen. Die Inaktivierung hingegen wird, wie 
wir im folgenden zeigen kénnen, durch die Liniengruppe 365 bis 366 mu 
bewirkt. 

Versuchsmethodik. 

Beziiglich der Gewinnung der Enzympraparate, der Bestrahlungs- 
technik und der Bestimmung der Wirksamkeit sei auf die friiheren Mitteilun- 
gen und insbesondere auf die vorangehende ? verwiesen, da wir im wesent- 
lichen die Methodik dieser Arbeit beibehalten haben. Die Messung der 
Fluoreszenz der Hefeautolysate und Asculinlésungen wurde mit Hilfe des 
Fluoreszenzmikroskops der Firma Reichert (Wien) ausgefiihrt. Die er- 
haltenen Schwarzungen wurden unter Verwendung des Registrierphoto- 
meters der Firma Kipp & Zonen photometriert. Fiir die Aufnahme wurde 
die orthochromatische Perutz-Perorto-Braunsiegelplatte verwendet. 


Versuchsergebnisse. 
Die folgenden Bestrahlungsversuche haben wir unter Vorschaltung 


des jeder Analysenlampe der Firma Herdus beigegebenen sogenannten 


1 G.Gorbach u. K. Lerch, diese Zeitschr. 219, 122, 1930. — * Ebenda 
271, 238, 1934. 











214 G. Gorbach u. H. Ruess: 


Schwarzglases vorgenommen. Dieses mit Nickeloxyd geschwarzte Gas 
ist in der Hauptsache nur fir langerwelliges Ultraviolett durchlassiz 
wahrend das kurzwellige Ultraviolett und das sichtbare Licht mit A) 
nahme von etwas Rot abgeschirmt werden. Da unser Schwarzglas e’ 
Dicke von 3,5mm hatte, wurden von den Linien des Quecksilbe: 
bogens nur die Gruppe 365 bis 366 mu hindurchgelassen!. Die gering: 
Durchlassigkeit des Filters fiir das sichtbare Rot ist wegen der Linien- 
armut des Quecksilberbogens in diesem Gebiet belanglos. Den ultra- 
roten Teil und die Warmestrahlen absorbiert das Schwarzglas vol! 
kommen, wie wir uns durch Messungen dieses Spektralbereichs mit 
Hilfe des Ultrarotspektrographen der Firma Kipp & Zonen  iiber- 
zeugen konnten. 

Wir haben eine Reihe von Bestrahlungsversuchen an gealterten 
Hefeautolysaten mit und ohne Vorschaltung des Filters ausgefiihrt und 
konnten dabei feststellen, daB die beim Stehen der bestrahlten Enzym- 
lésung erhaltene Aktivierung durch das Filter in keiner Weise beein- 
trachtigt wird. Die Ergebnisse soleher Versuche bringt Tabelle I. In 
beiden Fallen erhalt man 60 bzw. 80 Minuten nach der Bestrahlung eine 
Aktivierung von 16%. Dabei ist es bei Verwendung des Filters nicht 
notwendig, die fiir die Aktivierung optimale Bestrahlungszeit von 
5 Minuten einzuhalten. Auch langer, bis zu einer Stunde bestrahlte 
Autolysate zeigen beim Stehen erhéhte Wirkungswerte. Die etwa 10 mal 
reineren Dialysate (Zeitwert: 15) lassen sich mit dem filtrierten Licht 
ebenfalls aktivieren (Tabelle II). Der erzielte Aktivierungseffekt ist hier 
wesentlich héher als bei den Autolysaten, wihrend bei unseren friiheren 
Versuchen mit dem vollen Licht der Quarzlampe die Dialysate im 
allgemeinen schlechter aktivierbar waren. Dieses verschiedene Ver- 
halten war zu erwarten, da das hauptsachlich inaktivierende Strahlen- 


Tabelle I. 





Hefeautolysat; Zeitwert 136; py 6,5; Alter 2!/. Monate 


Zeit Unbestrahlt. Ohne Filter Mit Filter 
nach der é ; 5 Min. bestrahlt. Berechnete Min. bestrahlt. Borechnete 
Bestrahlung _. Wirkung in Ig ” : er’ 
—_ © Refraktometer- | _ Wirkung in Aktivierung Wirkung in Aktivierung 
skalenteilen | Refraktometer- Refraktometer- 
pro 60 Min. skalenteilen skalenteilen 
Min. pro 60 Min. Proz. pro 60 Min. Proz. 


S 


0 
13 
16 
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11 
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0 


5 1,75 
30 1,80 
60 1,88 
80 ; 2.03 

110 1,95 
130 1.83 
180 1,76 
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1 Vgl. J. Plotnikow, Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod 
Abt. III, Teil A, 8S. 1753. 
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Das Hefesaccharase aktivierende Strahlengebiet. 


Tabelle II. 





Pa: Wirksamkeit in Berechnete Aktivierung 
Zeit Refraktometerskalenteilen pro 60 Min. in Proz. 


nach der 
Bestrahlung 


Dialvsat Dialysat mit Filter 2!), Min. bestrahlt 


Min. unbestrahlt Versuch I Versuch II Versuch I Versuch II 


7 0,91 0.87 2 
30 0,95 0,97 14 
60 0,97 1,05 23 
85 Rey 1,03 0,94 11 

115 0,95 1,02 ‘ 20 

135 1,00 0,97 h 14 

155 0,92 0,90 6 

180 0,85 0.90 6 


gebiet um 270 mu vom Filter absorbiert wird. Beim Abschirmen dieser 
Strahlen verlauft die Reaktion vornehmlich im Sinne der Aktivierung; 
die Verunreinigungen der Enzymlésung, welche eine Schutzwirkung 
gegen die Inaktivierung ausiiben, kénnen in diesem Falle fehlen. Warum 
die einmal erreichte Aktivierung der Enzymlésung auch bei Bestrahlungen 





__Lntensitat— 


Hefeautolysat - 


400 $20 $490 60 80 S00 500 5¥0 S60 580 
Wellenlange ——» 


Abb. 1. 


mit filtriertem Ultraviolett wieder abklingt, entzieht sich nach dem vor- 
liegenden Material der Beurteilung. Die fiir die Aktivierung notwendige 
Energie ist jedenfalls sehr gering, da nach den Extinktionskurven der 
Autolysate und Dialysate! die Absorption fiir den Strahlenbezirk 365 
bis 366 mu klein ist. 


Wahrend unserer Bestrahlungsversuche konnten wir feststellen, 
daB die aktivierbaren Autolysate und Dialysate eine blaue Fluoreszenz 
zeigen, die den durch Adsorption gereinigten und nicht aktivierbaren 
Eluaten fehlt. Es lag nahe, diese Fluoreszenzerscheinung mit der 
Aktivierbarkeit in Beziehung zu bringen, um so mehr, als A. Jodlbauer® 
bei seinen Bestrahlungsversuchen eine Verstarkung der Lichtwirkung 


1 G. Gorbach u. K. Lerch, 1. ¢. 2 4. Jodlbauer, diese Zeitschr. 3, 488, 
1907; B. Hannes u. A. Jodlbauer, ebenda 21, 210, 1909. 
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durch fluoreszierende Farbstoffe festgestellt hat. Wir haben zur E) 
scheidung dieser Frage Bestrahlungsversuche unter Verstérkung di 
Fluoreszenz mit Asculin vorgenommen. Wie die von uns aufgenommen: 
Fluoreszenzspektren des Autolysats und des Asculins (0,2% Lésung 
(Abb. 1) zeigen, ist dies ohne weiteres méglich, da die Fluoreszenz 
beiden Fallen ziemlich ahnlich ist. Das Fluoreszenzlicht des Auto- 
lysats weist etwas mehr gelbes, das des Asculins mehr blaues Licht aut 
Die Belichtungszeiten bei der Aufnahme beider Spektren betrug 50 M. 
nuten fiir das Autolysat und 6 Minuten fiir die Asculinlésung, so daB dic 
Fluoreszenz des ersteren also achtmal kleiner ist. Wir bestrahlten das 
Hefeautolysat (Zeitwert: 175, px = 7,2) unter Zusatz von Asculin 
(0,2%) mit und ohne Filter. Eine Verstérkung der Aktivierung gegen 
iiber den Versuchen ohne Asculin konnte jedoch nicht beobachtet werden 
(Tabelle IIT). 
Tabelle ILI. 





Wirksamkeit des unbestrahlten Hefeautolysats in Refraktometerskalenteilen pro 60 Min.: 1,6 


Versuch I Versuch II Versuch III 

Zeit ohne Filter mit Filter mit Filter und Asculir 
7 ' 5 Min. bestrahlt 5 Min. bestrahlt 5 Min. bestrahlt 

nach der : eee havi : 

Sestrahlung 


Refraktometer- Akti- Refraktometer- Akti- Refraktometer- Akti- 
skalenteile vierung skalenteile vierung skalenteile vierung 
Min. pro 60 Min. in Proz. pro 60 Min. in Proz. pro 60 Min. in Proz 


1,64 
1,78 
1,82 
1,98 
1,81 
1,84 
1,70 
1,76 


1,66 
1,72 
1,86 
1,80 
1,80 
1,76 
1,74 
1,68 
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Zusammenfassung. 
1. Die beim Stehen kurzbestrahlter Hefeautolysate und Dialysate 
beobachtete Steigerung der Saccharasewirkung wird durch die Linien 
365 bis 366 mu bewirkt. 


2. Die hellblaue Fluoreszenz der Enzymlésung ist fiir den Akti- 
vierungsvorgang anscheinend ohne Bedeutung, da durch Verstarkung 
der Fluoreszenz mit Asculin keine Erhéhung der Enzymwirksamkeit 
erzielt werden konnte. Es handelt sich demnach bei den beobachteten 
Aktivierungsprozessen offenbar um primare durch Strahlen von 365 
bis 366 mu Wellenlinge hervorgerufene Wirkungen. 
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(ber die Kohlenhydrate der EiweiSdriise von Rana esculenta. 


Von 
Fr. N. Schulz und Max Becker. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung der Universitat Jena.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1935.) 


Glucose und Galaktose spielen unter den Hexosen des tierischen 
Organismus die Hauptrolle. Es mu8 auffallen, daB in der Milch gerade 
diese beiden Zucker als Disaccharid vereinigt sind. Schulz und Ditt- 
horn (1) haben schon vor langem gezeigt, daB sich aus der EiweiBdriise 
von Helix pomatia sowie aus der EiweiBdriise des Frosches (dem Ei- 
leiter) Galaktose in gréBerer Menge gewinnen laBt. Neuerdings hat 
May (2) in einer Reihe von Abhandlungen dargetan, daB in der EiweiB- 
driise von Helix pomatia ein aus Galaktose aufgebautes, dem Glykogen 
analoges Polysaccharid, ,,Galaktogen“ vorhanden ist. Es unterscheidet 
sich vom Glykogen durch das Fehlen der Jodreaktion, wird durch 
Ptyalin nicht gespalten und durch alkalische Kupferlésung gefallt. Auf 
den beiden zuletzt erwahnten Eigenschaften basieren auch die von May 
ausgearbeiteten Methoden, um Galaktogen von Glykogen zu trennen. 

In einem Vorversuch konnten wir aus 35g getrockneter Eiweib- 
driisen von Helix ganz entsprechend den Angaben von May etwa 10 bis 
12g reines Galaktogen darstellen. Die Entdeckung des Galaktogens 
durch May bei Helix pomatia gab uns Veranlassung, die EiweiBdriise 
von Rana esculenta erneut zu untersuchen, insbesondere auf das Vor- 
handensein von Glykogen und Galaktogen zu priifen und deren Mengen- 
verhaltnisse zu verschiedenen Zeiten festzustellen. 

Die EiweiSdriise des Frosches liefert nach der Hydrolyse mit ver- 
dimnten Sauren verhaltnismaBig groBe Mengen an _ reduzierenden 
Zuckern, deren Untersuchung zuerst von Schulz und Ditthorn (3) unter- 
nommen wurde. Mit Phenylhydrazin bildete sich Galaktosazon, bei 
Oxydation mit Salpetersaure erhielten sie Schleimsaure. Der Versuch, 
den Zucker durch Benzoylierung zu isolieren, analog dem Vorgang von 
Fr, Miiller (4) bei anderen Mucinen, fiihrte zu einer stickstoffhaltigen 
Masse von der Zusammensetzung des Glucosamins, die sie auf Grund der 
erwahnten Galaktosereaktionen als Galaktosamin ansprachen. Diese 
Deutung wurde von van Ekenstein und Blanksma (5) bestritten, aller- 
dings ohne schliissige Beweise. Denn deren Darstellung des Osazons und 
Methylphenylhydrazons der Galaktose schlieBt das Vorhandensein eines 
Galaktosamins nicht aus, zumal keine quantitativen Analysen ge- 
macht wurden. 
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Die jetzt angestellten Untersuchungen gingen zunachst darauf aus, 
festzustellen, ob die friiher erhaltenen Derivate der Galaktose etwa aut 
einen gréBeren Gehalt der Driisen an Galaktogen zuriickzufiihren waren, 
also aus Polysacchariden stammten und nicht aus Glykoproteiden. An 
einer gréBeren Menge von Eskulenten wurden aus den verschiedenen 
Organen, sowie aus den EjiweiBdriisen die Polysaccharide nach der 
Pfliigerschen (6) Methode dargestellt und in der von May angegebenen 
Weise auf Galaktogen untersucht. Die Verarbeitung erfolgte unmittelbar 
nach der Tétung der Tiere, um fermentative Zersetzung auszuschalten., 
Es wurde fast stete nur Glykogen gefunden. Allein in der EiweiBdriise 
gelang es, neben weit tiberwiegenden Mengen an Glykogen auch das 
Vorhandensein von Spuren Galaktogen wahrscheinlich zu machen. Der 
Nachweis erfolgte durch Fallung mit alkalischer Kupferlésung in der 
von May angegebenen Weise, eine genauere Untersuchung oder eine 
Bestimmung konnte bei der sehr kleinen Menge nicht durchgefiihrt 
werden. Der Gesamtpolysaccharidgehalt der EiweiBdriisen betrug im 
Dezember 0,93°% , im Januar 0,97% und im Marz 1,3°% der Trocken- 
substanz. 

In der Leber von Rana esculenta fanden wir den Polysaccharid- 
gehalt betrachtlich héher als in der EiweiBdriise. Er betrug im Marz 
1,26°% der Frischsubstanz (gegen 0,36% in der EiweiBdriise). Hier fand 
sich nur Glykogen, Galaktogen war nicht in nachweisbarer Menge 
vorhanden. 

Die Ermittlung des Gesamtzuckergehalts auf Grund des Reduktions- 
vermégens nach der Hydrolyse ergab Werte von ganz anderer GroBen- 
ordnung, die auf einen Gehalt von 30 bis 35° Zucker (als Glucose be- 
rechnet) schlieBen lassen. Demgegeniiber spielen die kleinen Mengen 
Zucker, die urspriinglich als Polysaccharid im allgemeinen oder als 
Galaktogen im besonderen vorhanden sind, keine Rolle. 

Andere (7) Mucine oder mucinahnliche Substanzen enthalten ahnliche 
Mengen an reduzierenden Zuckern, z. B. Submaxillaris-Mucin 23,5°,, 
Trachealmucin 34 bis 36°, Pseudomucin 30°), Ovomucoid 30 bis 35°). 

Mehrere Versuche, die durch Hydrolyse frei gemachten Zucker 
durch Verestern, Acetylieren oder Benzoylieren zur Abscheidung zu 
bringen, zeigten, daB die dabei auftretenden Verluste zu groB waren, 
um eine sichere Aussage iiber die urspriinglich vorhandenen Kohlen- 
hydrate machen zu kénnen. Eine von Begleitstoffen weitgehend ge- 


reinigte Lésung der Zucker 1aBt sich erhalten, wenn man mit verdiinnter 
Schwefelsdiure hydrolysiert, die EiweiBstoffe mit Phosphorwolframsaure 


entfernt und die Schwefelséure dann mit Baryt genau ausfallt. Einzel 
heiten sind aus dem experimentellen Teil zu ersehen. 

Wir bestimmten in dieser Lésung zunaéchst das Gesamtreduktions 
vermégen nach Fehling-Lehmann-Schoorl (8). Im Vergleich damit. er- 
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gaben Schleimséureanalysen nach der von v. d. Haar (8) ausgearbeiteten 
Methode von Tollens-Creydt, daB genau die Halfte des Gesamtzuckers 
ils Galaktose vorhanden war. Daraus war zu ersehen, dafi mit mehr als 
einer Zuckerart gerechnet werden muBte. Zur weiteren Charakteri- 
sierung wurde der Aminostickstoffgehalt nach van Slyke bestimmt. 

Es ist uns aus der Literatur nicht ersichtlich, wie sich Aminozucker 
bei der van Slyke-Bestimmung verhalten. Wir stellten daher in mehreren 
Versuchsreihen fest, daB sich der Stickstoff im Glucosamin nach der fiir 
7-Aminosauren geltenden Vorschrift quantitativ bestimmen laBt. 

Nach der Art der Hydrolyse hielten wir es fiir ausgeschlossen, daB 
sich in unserer Zuckerlésung nennenswerte Mengen an Aminosaéuren oder 
anderen Eiweifderivaten mit freien NH,-Gruppen befanden. Der ge- 
fundene Amino-N-Wert war deshalb dem vorhandenen Aminozucker zu- 
zuschreiben. Er laBt nur die Deutung zu, daB allerhéchstens die Halfte 
des Gesamtzuckers stickstoffhaltig sein kann. Dieser Befund wurde 
durch eine Glucosaminbestimmung nach Elson (9) bestatigt. Bei dieser 
Methode wird der vorhandene Aminozucker in alkalischer Lésung mit 
Acetylaceton zu einem Pyrrolderivat kondensiert, dessen Rotfairbung 
mit p-Dimethylaminobenzaldehyd sich kolorimetrisch bestimmen laBt. 
Auch hier ergab sich genau die Halfte des Gesamtzuckers als Amino- 
zucker. Es steht also zweifelsfrei fest, daB wir es mit zwei Zuckerarten, 
einem stickstofffreien und einem Aminozucker zu tun hatten, deren 
Charakterisierung unsere naéchste Aufgabe war. 

Fiir den stickstofffreien Zucker konnten wir den Nachweis fiihren, 
daB es sich um Galaktose handelte. Das war zunachst aus der Tatsache 
der Schleimséurebildung zu entnehmen. Aminozucker erfahren bei der 
Oxydation mit Salpeterséure nach der Desaminierung sofort eine Wasser- 
abspaltung zwischen den OH-Gruppen der Kohlenstoffatome 2 und 5. 
Aminogalaktose wiirde also wohl eine 2,5 Anhydroschleimsaure 
liefern (10). Die tatsaéchlich eintretende Bildung von Schleimsaure 
spricht fiir das Vorhandensein von Galaktose. 

Zum direkten Beweis, daB Galaktose vorliegt, lieBen wir gew6hnliche 
Hefe auf eine méglichst sorgfaltig dargestellte reine Lésung des EiweiB- 
driisenzuckers einwirken. Es erfolgte keinerlei Garung. Zugesetzte 
Glucose wurde sofort vergoren ; ein Zeichen, daB die Analysenlésung keine 
Stoffe enthielt, die die Hefe hemmten oder schadigten. Das Vorhanden- 
sein von Glucose (Mannose, Fructose) unter den Hydrolysenprodukten 
der EiweiBdriise war damit ausgeschlossen. Nachdem wir zur Kontrolle 
festgestellt hatten, daB der benutzte Hefestamm (gewéhnliche kaufliche 
PreBhefe) Galaktose nicht angriff, ziichteten wir daraus durch An- 


passung an Glucose-Galaktose-Gemische eine Hefe, die Galaktose sehr 
gut, nur wenig langsamer als Glucose vergaéren konnte. Diese Galaktose- 
hefe vermochte den EiweiBdriisenzucker in der oben erwahnten Lésung 
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mit ahnlicher Intensitét wie eine reine Galaktoselésung zu vergaren 
Die Wirkung dieser auf Galaktose eingestellten Hefe ist ein eindeutige) 
Beweis, daB Galaktose vorliegt. 

Aminozucker sind, wie bekannt und von uns am Glucosamin noc} 
einmal kontrolliert, nicht garfahig. Im Einklang damit ergab eine 
Bestimmung des Reduktionsvermégens nach der Vergérung das Ver. 
schwinden der Halfte der urspriinglichen Zuckermenge. Eine erneute 
Schleimséureanalyse zeigte, daB die urspriinglich vorhandene Galaktose 
bis auf weniger als ein Zehntel (also einen kleinen Rest) versechwunden 
war, eine Bestaétigung des obigen Befundes. 

Zur Identifizierung des Aminozuckers waren zwei Wege méglich. 
Am einfachsten war es, das Zuckergemisch in Lésung mit Salpetersaure 
nach Tollens-Creydt zu oxydieren. Dabei entsteht aus der Galaktose 
die sehr schwerlésliche Schleimsaéure, die durch Abfiltrieren von den 
iibrigen Reaktionsprodukten getrennt werden kann. Der Aminozucke: 
muBte beim Vorliegen von Galaktosamin wahrscheinlich 2,5 Anhydro. 
schleimsaéure, vielleicht auch die epimere 2,5 Anhydrotaloschleim. 
sdiure (10), beim Vorhandensein von Glucosamin dagegen die soge- 
nannte Norisozuckersadure liefern (11). In der Tat gelang es, aus dem 
Filtrat von der Schleimsaure nach Bleisalzfallung und Zerlegung mit 
Schwefelwasserstoff die Norisozuckerséure als Chininsalz und als Cin- 
choninsalz zu gewinnen und zu identifizieren. 

SchlieBlich wurde auch der Versuch unternommen, das Glucosamin 
in Substanz zu isolieren. Das urspriingliche Zuckergemisch konnte 
anfanglich nicht zur Kristallisation gebracht werden. Nach langeren 
Bemiihungen gelang es manchmal, einen kleinen Teil zu kristallisieren, 
der aber von amorphen und sirupésen Beimengungen nicht befreit 
werden konnte. Besseren Erfolg hatte es, wenn die Galaktose erst durch 
Vergarung entfernt wurde. Wurde dann die Restlésung mit Salzsaure 
versetzt, eingeengt und mit Alkohol gefallt, so schied sich Glucosamin- 
hydrochlorid in kristallinischer Form aus. Allerdings enthielt es dann 
noch erhebliche Mengen von Ammoniumchlorid, aus der Hefenahr- 
lésung stammend, von dem es, da nur geringe Mengen an Material zur 
Verfiigung standen, nicht direkt befreit werden konnte. Der Amino- 
zucker wurde deshalb benzoyliert. Aus den Benzoylprodukten lieB sich 
das Tetrabenzoylglucosamin vom Schmelzpunkt 198° durch Kristalli- 
sation aus Alkohol gewinnen. Der hier erhobene Befund, daB aus de 
EiweiBdriise des Frosches sich neben Glucosamin Galaktose identi- 
fizieren l4Bt, widerspricht den bisherigen Befunden, daB die primaren 
Spaltungsprodukte der EiweiSstoffe samtlich N-haltig sind. Nach der 
Art der Darstellung und Reinigung unseres Ausgangsmaterials ist keine 
Gewahr dafiir gegeben, daB es sich um einheitliches Material hande!|t 
Die Tatsache, daB Glucosamin und Galaktose in aquimolekularer Menge 
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wliegen, ist aber nur so zu deuten, daB auch die Galaktose ein inte- 
grierender Bestandteil des Proteids ist. Der vergebliche Versuch, Ga- 
laktogen zu erhalten, zeigt, daB die Galaktose nicht als Polysaccharid 
vorliegt, das starkeéihnlich ist. DaB eine disaccharidartige Bindung mit 
dem Glucosamin vorliege, ist kaum anzunehmen. Eine weiteré Méglich- 
keit, daB die gefundene Galaktose mit Phosphorsdure in Verbindung 
stehe (Lactazidogen, Nucleotide) ist durch den geringen Phosphorgehalt 
unseres Ausgangsmaterials ausgeschlossen. Nach Veraschung von 0,5 g 
unseres Ausgangsmaterials mit Soda-Salpeter lieBen sich nach der 
iiblichen Methode (Fallung mit Ammoniummolybdat, Uberfiihrung in 
Tripelphosphat und Wagung als Pyrophosphat) 1,8° ) Phosphorséure 
nachweisen, wahrend bei Annahme einer Galaktose-Phosphorsaure- 
verbindung mindestens 8,2°, Phosphorsdure miuBten vorhanden 
gewesen sein. Es ist also zunachst ungeklart, in welcher Beziehung zum 
Proteidmolekiil die Galaktose steht. 


Zusammenfassung. 


Durch Hydrolyse mit verdiinnten Saéuren werden aus der Trocken- 
substanz der Eiweibdriisen von Rana esculenta 30 bis 35°, an redu- 
zierenden Zuckern in Freiheit gesetzt (als Glucose berechnet). Davon 
entfallen auf die Polysaccharide, je nach der Jahreszeit, etwa 1 bis 1,5°,. 
Als Polysaccharid ist fast nur Glykogen vorhanden. Galaktogen konnte 
nur in Spuren nachgewiesen werden. Die bei der Hydrolyse der Glyko- 
proteide frei werdenden Zucker bestehen aus je einem Mol Galaktose 
und Glucosamin. Nachweis und Bestimmung der Galaktose er- 
folgten einmal durch Oxydation zu Schleimsaéure, dann durch quali- 
tative und quantitative Vergérungsversuche mit einer auf Galaktose 
geziichteten Hefe. 

Der neben Galaktose vorhandene Aminozucker wurde quantitativ 
durch die Bestimmung des Aminostickstoffs nach van Slyke und die 
Glucosaminbestimmung nach Elson und Morgan ermittelt. Seine 


Identifizierung als Glucosamin erfolgte durch Oxydation zu Noriso- 
zuckerséure und Isolierung derselben als Chinin- und Cinchoninsalz 
nach Neuberg und Wolff. Nach Entfernung der Galaktose durch Ver- 
garung konnte das Glucosamin auch direkt als Chlorid kristallinisch ab- 


geschieden werden. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Analysensubstanz. 
Die frischen EiweiBdriisen wurden sofort nach dem Heraus- 
praéparieren und Wagen in siedendes Aceton geworfen und damit im 
Soxhletapparat bis zur volligen Entfernung von Fett und Wasser 


Biochemische Zeitschrift Band 280. 15 











222 Fr. N. Schulz u. M. Becker: 
extrahiert. Nach dem Verdunsten des anhaftenden Acetons ist d 
Material gut trocken, es 148t sich in der Kugelmiihle zu einem feine: 
rein weiBen Pulver zerreiben, das dann bei 100° zur Gewichtskonsta: 
getrocknet wird. Der Gehalt an Trockensubstanz war zu allen Jahres- 
zeiten bemerkenswert konstant und betrug stets 28 bis 29°). 


Bestimmung der Gesamtpolysaccharide. 


10g Trockensubstanz wurden mit 30cem Wasser und 40 cen 
60° iger KOH drei Stunden im siedenden Wasserbad erwarmt 
Aus der Lésung wurden die Polysaccharide nach der Methode von 
Pfliger durch Fallung mit Alkohol usw. isoliert, dann mit 2,2° iger 
Salzsaure verzuckert und die entstandene Glucose nach Bertrand 
oder nach Fehling-Lehmann-Schoorl titriert. Parallelbestimmungen 
bei denen anstatt der Trockensubstanz die frischen Driisen sofort 
nach der Gewinnung in heibe 60° ige KOH geworfen wurden, um 
Fermentwirkungen sicher auszuschlieBen, ergaben die gleichen Resul- 
tate. Ergebnisse: 
Mitte Dezember: 10,00 g Substanz liefern 0,1010 g Glucose, 0,93 ©, Glykogen. 
Mitte Januar: 10,85 g Substanz liefern 0,1138 g Glucose, 0,97 °,Glykogen. 
Ende Marz: 9,60 g Substanz liefern 0,1326 g Glucose, 1,28 °,Glykogen. 


Bestimmung des Gesamtzuckers. 


9 =0 


1 g Substanz werden mit 10 cem 2,5°,iger Salzséure drei Stunden im 
siedenden Wasserbad hydrolysiert. Die Séure wird genau mit NaOH 
neutralisiert, dann werden zur Entfernung des EiweiBes 15 ccm Eisen- 
hydroxydsol (.Verck, 5°.) hinzugegeben. Die Lésung wird im MeBkolben 
auf 100 cem aufgefiillt und bis zum andern Tag stehengelassen. Der 
Eisen-EiweiB-Niederschlag wird abzentrifugiert und in je 20 cem der 
Lésung Zuckerbestimmungen nach Bertrand ausgefiihrt. 


Gefunden 0,0660g¢ Glucose in 20cem. Gesamtzuckergehalt 33,0 
(als Glucose berechnet). Andere Probe: Gefunden in 20 cem: 0,0602 ¢ 
Glucose. Gesamtzuckergehalt 30,1 °>. 


Glucosaminbestimmung (Elson und Morgan). 


Standardlésung: 1 °4ige wasserige Lésung von salzsaurem Glucosamin, 
die mit etwas Chloroform versetzt, im Eisschrank aufbewahrt wird und vor 
der bei Bedarf passende Verdiinnungen hergestellt werden. 


Ehrlichs Reagens: 0,8 g zweimal umkristallisierter p-Dimethylamin 
benzaldehyd in 30cem Alkohol + 30cem konz. Salzséure gelést. Die 
Lésung ist haltbar. 

Acetylacetonlésung: lecem Acetylaceton in 50cem n/2 Natriun 
carbonat. Die Lésung muB8 alle 4 bis 5 Tage frisch bereitet und im Ei- 
schrank aufbewahrt werden. 
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Ausftihrung der Bestimmung. 

Analysenprobe und Standardprobe sollen ungefahr gleiche Mengen 
(;jucosamin enthalten, jedenfalls nicht mehr als 25°, differieren. Ein 
com Lésung, der etwa 0,5 bis 3 mg Glucosaminhydrochlorid ent- 
halt, wird in Reagensglaser pipettiert, die 15ccem fassen und bis 10 cem 
graduiert sind. 1 ecem Acetylacetonlésung wird hinzugegeben und mit 
|cem Wasser die Wande des Glases nachgewaschen. Standardproben 
werden in gleicher Weise angesetzt. Die Glaser werden 15 Minuten im 
siedenden Wasserbad erwarmt, dessen Spiegel mit dem Fliissigkeits- 
niveau in den Glasern gleich sein soll. Dann wird abgekiihlt, bis 8 eem 
Alkohol, darauf 1 cem Ehrlichs Reagens hinzugegeben und mit Alkohol 
uf 10 ccm aufgefiillt. Nach 30 Minuten Stehen bei Zimmertemperatur 
wird kolorimetriert. 

Analyse: 0,5 g Substanz (30°, Zucker) werden mit 10 cem 2,5 °,iger 
HCl 3 Stunden im siedenden Wasserbad erwarmt und dann im Vakuum 
bei 35° zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wird in Wasser geldst, 
genau neutralisiert und auf 50 ccm aufgefiillt. 1 cem dieser Lésung wird 
mit einer Standardlo6sung verglichen, die in 1] cem 2 mg salzsaures Glu- 
cosamin enthalt. 

Gefunden: 1,6 mg salzsaures Glucosamin in | ccm, entsprechend 1,35 mg 
treies Glucosamin. 

Gesamtzuckergehalt 30°,, davon 28,5°, Glykoproteidzucker (Rest - 
Polysaccharidzucker). Glucosamin 13,5°, (entsprechend 48°, des Glyko- 
proteidzuckers). 


Hydrolyse, EnteiweiBung und Herstellung einer reinen Lésung der Zucker. 


Die Trockensubstanz wird mit der zehnfachen Menge 5° iger 
Schwefelsdéure 3 bis 4 Stunden im siedenden Wasserbad erwarmt. Dann 
wird Phosphorwolframsaéure (30°, in 5°, H,SO,) bis zur vollstandigen 
Fallung der EiweiBk6rper hinzugegeben. Nach einigen Stunden wird 
scharf abgesaugt und der Niederschlag griindlich mit Wasser gewaschen. 
Das Filtrat wird von den Séuren durch genaue Faéllung mit Barium- 
hydroxyd befreit. Keinesfalls darf die Reaktion alkalisch werden. Der 


Niederschlag wird wiederum abgesaugt und mehrmals mit Wasser ge- 
waschen. Filtrat und Waschwasser werden vereinigt und bei 35° Bad- 
temperatur im Vakuum eingeengt, bis die Konzentration an Zucker 
etwa 4 bis 5°, betragt. Bei sorgfaltigem Arbeiten sind die Verluste an 
Zucker, die durch die Niederschlage verursacht werden, ganz gering. 


Analysen: 16g Trockensubstanz liefern nach der Hydrolyse usw. 
100 cem Zuckerlésung, mit der die folgenden Bestimmungen ausgefiihrt 
werden: 

1. Reduktionsvermégen (nach Fehling-Lehmann-Schoorl). Angewandt 1 ccm, 
titriert 14,05ccm n/10 Thiosulfat, entsprechend 46,0mg Glucose. 
Gesamtzuckergehalt: 4,6°, (als Glucose berechnet). 


) 


15* 
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2. Galaktosebestimmung durch Schleimséureanalyse (v. d. Haar). 10 ce 


werden mit 540 mg Rohrzucker und 60 cem Salpetersaure (D 1,15) 


einem Becherglas von 12 em Héhe und 6 em Durchmesser im siedende:, 


Wasserbad solange erwirmt, bis das Gewicht der Lésung noch 26 
betragt. Nach Abkiihlung werden 500 mg reine, trockene Schleimsiu 
hinzugefiigt und 48 Stunden bei 15° stehengelassen, wihrend dieser Zeit 
soll mehrmals vorsichtig umgeschiittelt werden. Danach wird die Schlein 
siure auf einem geeigneten Filtertiegel gesammelt, wobei mit vierma! 
je 5ecem gesattigter Schleimséureldsung aufs Filter tbergespiilt und 
gewaschen wird. SchlieBlich wird mit 5 cem Wasser gewaschen, bei 10() 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Nach Abzug der hinzu 
gesetzten Schleimséiuremenge wurden 152mg neugebildete Schleim 
siure gefunden. Diese entsprach nach der Tabelle von v. d. Haar eine: 
Menge von 230 mg Galaktose. 

Die Lésung enthielt also 2,3°5 Galaktose (50°, des Gesamtzuckers 


Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke. 0,5 cem Lésung enthielten 
0,794 mg Amino-N. Auf den Zucker bezogen ergibt sich dessen Amino- 
stickstoffgehalt zu 3,5°,; da die Aminohexosen 7,8°, Stickstoff ent 
halten, kénnen wir den Aminozuckeranteil auf etwa 45°, des Gesamt- 


zuckers berechnen. 


Ziichtung einer Galaktosehefe. 

In 500 cem einer Nahrlésung von der Zusammensetzung: 1°, Ammo 
niumtartrat, 0,03 °% MgSOy,, 0,02% CaCO,, 0,2°) saures Kaliumphosphat, 
0,01 °% FeSO, werden 25 g frische PreBhefe suspendiert und je 5 g Glucose 
und Galaktose hinzugegeben. Im AnschluB an die Garung der Glucose 
begann auch die Galaktose langsam zu vergiren. Nach zwei- bis drei 
tagigem Stehen bei 30° war, wie durch Analyse einer abzentrifugierten Probe 
festgestellt wurde, aller Zucker verschwunden. Von nun an wurde mehrmals 
je 10g reine Galaktose hinzugegeben. Ab und zu wurde die Nahrlésung 
durch Abzentrifugieren entfernt und erneuert. Nach etwa fiinfmaligem 
Vergiaren des Ansatzes steht die Garungsintensitat der Galaktose nur weniy 
mehr hinter der von Glucose zuriick. 


Vergdrungsversuche. 
a) Qualitativ. 

Alle Zuckerlésungen waren 2% ig. Je 5 cem von jeder Zuckerlésung 
wurden mit 5 ccm einer Suspension von 5 g Hefe in 100 com Nahrlésung 
versetzt und in Garréhrchen bei 30° aufbewahrt. Eine Versuchsreihe 
wurde mit gew6hnlicher Hefe angestellt; die zweite Reihe mit der neu 
geziichteten Galaktosehefe. Die Garréhrchen waren genau von gleiche! 
GréBe, jedoch nicht graduiert, ein Anhaltspunkt fiir die Intensitat der 
Garung konnte durch die Messung der Hoéhe des entwickelten CO, ge 
wonnen werden, wenigstens soweit es sich um gleichzeitig angesetztc 
Versuche mit derselben Hefe handelt. 
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Kohlenhydrate der Eiwei®driise von Rana esculenta. 





Konzen- Hohe der Gassiiule 
tration 
satz an Girung ' ' 
Ansatz Packer nach 1Std. nach 3 Std. 


i mm mm 


I. Versuche mit Glucosehefe. 
(ijuecose . 1 kraftig 45 
Galaktose on Ss ; rs ae 1 keine 0 
PRMENIE DS lake ore ak ge. gS tke eS 1 a 0 
Miweibdriisenzucker Age on Ae l a 0 
Kiweibdriisenzucker + !/, Glucose 1 mittel 13 
Wasser (Leerversuch) ........ 0 keine 0 

II. Versuche mit Galaktosehefe. 


CNN Gt spes reer ise te, Goma ae So ns 1 kraftig 24 
(EIQNEONOG wn tt ce es ap Ga mittel 
Glucosamin .. Sea e eas keine 
KiweiBdrisenzucker ......2.2.. mittel 
', Kiweibdriisenzucker + 1/, Glucose . . kraftig 
Wasser (Leerversuch) . ....... keine 


b) Quantitative Vergarung. 

100 cem einer Lésung, die im Vakuum auf eine Konzentration 
von 5% an EiweiBdriisenzucker eingeengt war, wurden mit dem 
gleichen Volumen Galaktosehefesuspension versetzt und bei 30° ver- 
giren lassen. Nach Aufhéren der Garung wurde die Hefe durch Ab- 
zentrifugieren entfernt und gewaschen. In der Lésung wurden wieder 
Bestimmungen des Gesamtzuckers nach Fehling-Lehmann-Schoorl und 
der Galaktose durch Schleimséureanalyse nach v. d. Haar ausgefiihrt. 

Ergebnis: 1 cem des Ansatzes vor der Vergarung enthalt 0,025 g Zucker; 
1 cem des Ansatzes nach der Vergérung enthalt 0,0129 g Zucker. Gesamt- 
zuckermenge: 51,6°, der urspriinglich vorhandenen. 


20 ccm des Ansatzes liefern nach der Vergaérung 9,0 mg Schleim- 


saure entsprechend 20 mg Galaktose. Die Galaktose ist also bis auf 8% 
der urspriinglich vorhandenen verschwunden. 


Oxydation des Glucosamins zu Norisozuckersdure. 

20 cem einer 5°% igen Lésung des EiweiBdriisenzuckers werden mit 
Salpeterséure nach der Vorschrift von Tollens-Creydt erwirmt. Nach 
drei Tagen wird die ausgeschiedene Schleimsaure abfiltriert. Im Filtrat 
wurde die tiberschiissige Salpeterséure mit Natronlauge abgestumpft 
bis Kongopapier gerade noch geblaut wurde, sodann wurde Bleiacetat 
(lO%ige Lésung) bis zur vollstandigen Fallung hinzugesetzt. Die aus- 
gefallenen Bleisalze wurden abfiltriert, gewaschen und in wasseriger 
Suspension mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nach dem Abfiltrieren des 
Bleisulfids und Verjagen des Schwefelwasserstoffs wird die Lésung in 
zwei Teile geteilt und zum einen Chinin, zum anderen Cinchonin (freie 
Base) in geringem Uberschu8 hinzugegeben. Nach kurzem Erwarmen 
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auf dem siedenden Wasserbad, werden die iiberschiissigen Alkaloi:|: 
heiB abfiltriert und die Filtrate auf dem Wasserbad eingeengt bis di 
Abscheidung von Kristallen beginnt. Beim Erkalten kristallisieren «i: 
betreffenden Salze der Norisozuckerséure fast quantitativ aus. Chini 
salz F. 207° (korr.); Cinchoninsalz F, = 208° (korr.); in Uberein 
stimmung mit den Angaben von Neuberg und Wolff. 

Mischschmelzpunkte mit aus reinem Glucosamin in gleicher Weise 
hergestellten Préparaten zeigten keine Depression. 


Tsolierung von Glucosamin nach Vergdrung der Galaktose. 

100 cem einer 5% igen Lésung des EiweiBdriisenzuckers wurden mit 
der gleichen Menge Galaktosehefesuspension vergoren. Nach dem Ab- 
zentrifugieren der Hefe wurde mit Salzséure schwach angesauert und im 
Vakuum zu einem diimnen Sirup eingeengt. Im Verlauf mehrerer 
Stunden wurde nun allmahlich das doppelte Volumen absoluten Alkohols 
hinzugegeben und tiber Nacht stehengelassen. Die ausgeschiedene 
Fallung war vollstandig kristallinisch. Sie wurde abzentrifugiert, mit 
80°% igem Alkohol gewaschen und in 50 cem Wasser gelést. Unter guter 
Kihlung wurden 15cem Natronlauge (50%) und 10cem Benzoy!- 
chlorid hinzugegeben und einen Tag lang auf der Maschine geschiittelt 
Die ausgeschiedenen Benzoylprodukte wurden abfiltriert, mit Wasse1 
gewaschen, getrocknet und mehrmals aus absolutem Alkohol um- 


kristallisiert. Das erhaltene Produkt zeigte den Schmelzpunkt des 
Tetrabenzoylglucosamins (198°), 
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Uber eine annihernd quantitative Bestimmung 
der Sterkoporphyrine. 
Von 
I. Boas, Berlin. 


(Eingegangen am 18, Juli 1935.) 


Von allen quantitativen Bestimmungsmethoden fiir Porphyrine, 
sei es im Harn, serésen Fliissigkeiten, im Kot oder sonstigen organischen 
Substanzen, ist Wagung der nach Veresterung mit Methylalkohol ge- 
wonnenen kristallinischen Produkte die sicherste. Indessen erfordert 
diese Methode ein hohes MaB praparativer Technik und Hilfsmittel, wie 
sie in chemischen Instituten vorhanden sind, in klinischen dagegen nur 
ausnahmsweise. Von den iibrigen quantitativen Verfahren stehen die 
Lumineszenzmethode (Borst und Kénigsdérffer, Hijman’s van den Bergh 
und Grotepass, Fikentscher u.a.), die ein besonderes Instrumentarium 
und gleichfalls eine subtile Technik erfordert, sowie die verschiedenen 
kolorimetrischen Methoden mit Vergleichslésungen von Porphyrinen 
von bestimmtem Gehalt (O. Schumm, Schreus und Carrié) gegeniiber der 
Wagung reiner kristallinischer Produkte zuriick. Trotzdem liegt diesen 
Methoden der richtige Gedanke zugrunde, die Porphyrinbestimmung 
mehr und mehr den Erfordernissen der klinischen Handhabung anzu- 
passen. Bei der quantitativen Bestimmung der Sterkoporphyrine wird 
iibrigens die Genauigkeit aller kolorimetrischen Methoden durch die 
Schwierigkeit der Beseitigung von Kotfarbstoffen beeintrachtigt. 

Trotzdem sind Fortschritte auf dem Gebiete der Porphyrinologie 
sowohl des Harnes als auch des Kotes nur auf der Grundlage eines 
einigermaBen zuverlassigen und dabei doch verhaltnismaBig einfachen 
quantitativen Verfahrens zu erwarten. Dabei ist zu bemerken, da auch 
— abgesehen von den eigentlichen Porphyrieen — bei zahlreichen krank- 
haften Zusténden der Leber, des Magendarmkanals, des Blutes, des 
Knochenskeletts eine Bestimmung nur der Harnporphyrine ohne Be- 
ricksichtigung der Sterkoporphyrine und umgekehrt uns kein um- 
fassendes Bild von dem gesamten Porphyrinstoffwechsel unter patho- 
logischen Verhaltnissen geben kann. 

Die im folgenden zu schildernde Methode einer angendhert quan- 
titativen Porphyrinbestimmung bezieht sich vor der Hand nur auf die 
Kotporphyrine. Es unterliegt aber keinem Zweifel, da sie auch 
auf die Ermittlung des Porphyringehalts im Harn iibertragbar sein 
diirfte, um so mehr, als bei diesem die Verhaltnisse wesentlich einfacher 
liegen ; eine Mitteilung hiertiber behalte ich mir fiir eine spatere Zeit vor. 

Unter normalen Verhaltnissen kommen bei gemischt ernaihrten Indivi- 
duen, soweit bis jetzt bekannt, drei Arten von Porphyrinen vor: das Kopro-P, 
das Proto-P und das Deutero-P. Das letztere ist nach den Untersuchungen 
von Hans Fischer (1) und Kammerer (2) als sekundares Faulnisprodukt des 
Proto-P anzusehen. Klinisch wichtig ist das Deutero-P besonders deshalb, 
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weil es die einzige Porphyrinart in Fakalien ist, die ausschlieBlich auf Bhi 
anwesenheit im Darmkanal zuriickgefiihrt werden muB |O. Schumm (3), 
Boas (4), Hulst (5)|. Bei vein vegetarisch ernahrten gesunden Individu 
findet man ausschlieBlich geringe Mengen Kopro-P, daneben Proto-!’, 
letzteres in wechselndem, aber gleichfalls relativ geringem Umfange. Fii 
klinische Untersuchungen, bei denen eine vier- bis fiinftagige lactovegetabi! 
sche und chlorophyllfreie Diat dringend erforderlich ist, hat in den letzten 
Jahren das von Snapper (6) angegebene Verfahren (Vorbehandlung de: 
Exkremente mit Aceton, bis der gr6é8te Teil der Kotfarbstoffe entfernt ist. 
Extraktion des Filterriickstandes mit Eisessig-Essigather) die meiste Ver 
breitung gefunden. Die Porphyrine, oder richtiger ein Gemisch derselben, 
werden in dem wiederholt mit destilliertem Wasser gereinigten Atherauszig 
durch Ausschiittlung desselben mit 5- bis 10° iger Salzséure in diese: 
spektroskopisch nachgewiesen. 

Es hat sich nun bei meinen fortgesetzten Untersuchungen an 
physiologischem und pathologischem Material herausgestellt, daB bei 
ausgedehnter Behandlung der Fakalien mit reinstem Aceton mehr oder 
weniger groBbe Mengen von Porphyrinen und zwar (bei gemischt er- 
nahrten Gesunden und bei Fallen mit intestinalen Blutungen) aller drei 


Arten in dieses iibergehen. Je gréBer der Blutgehalt, um so reichlicher 


werden Porphyrine vom Aceton aufgenommen. Daraus folgt, daB fiir 
jede quantitative Bestimmung der Sterkoporphyrine der Gehalt des 
Acetonextraktes an diesen unter keinen Umstanden vernachlassigt 
werden darf. Dasselbe gilt iibrigens auch, wie ich mich iiberzeugt habe, 
bei Vorbehandlung der Stiihle mit Alkohol, Alkohol-Ather, Aceton-Ather 
usw. Um den Verlust an Porphyrinen zu vermeiden, verfahrt man daher 
zweckmaBig so, daB man den Acetonextrakt nach Zusatz geniigender 
Mengen Eisessig mit Ather oder Essigither mischt, unter Schiitteln im 
Scheidetrichter einige Zeit absetzen JéBt, die (untere) Acetonschicht 
abtrennt und den mehr oder weniger stark braunlich gefarbten Ather 
mit kleinen Portionen destilliertem Wasser séurefrei und méglichst auch 
urobilinfrei wascht. Diese Atherlésung (A) wird zuriickgestellt. Sodann 
verreibt man den trockenen Kotriickstand gleichfalls griindlich mit Eis- 
essig-Essigester (1:3), filtriert, entmischt den Ather wiederum mit 
kleinen Portionen Wasser. Als MaBstab fiir eine einigermaBen aus- 
reichende Reinigung von Urobilin und Urobilinogen benutze ich die 
Aldehydprobe. Ergibt die letzte Wasserportion bei Zusatz einiger 
Tropfen der salzsauren p-Dimethylaminobenzaldehydlésung nur noch 
schwache Rosafarbung, so ist die Reinigung als geniigend anzusehen. 
Nunmehr wird dieser Atherextrakt (B) mit A vereinigt. In diesem 
Athergemisch sind jetzt, abgesehen von den Kotfarbstoffen, im wesent- 
lichen nur noch Hamine und saémtliche Porphyrine der in Arbeit ge- 
nommenen Fakalmenge (ich verwende immer etwa 50g Feuchtkot) 
enthalten. 


Die fiir praktische Zwecke besonders geeignete Form des Sterko 
porphyrinnachweises besteht in der von Willstatter und Stoll (7) an 
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gegebenen ,,Salzsaurezahl“, nach der das Kopro-P mit 0,1 °,iger, das 
Deutero-P mit 0.4°,iger, das Proto-P mit 2 bis 5°,iger Salzsiure dem 
Atherextrakt entzogen wird. 

Schiittelt man nun besonders bei Gegenwart reichlicher Porphyrin- 
mengen (starke Blutungen, abnormer Blutzerfall, Vergiftungen mit Biei, 
Sulfonal, Trional u. a.) den Ather ein oder mehrere Male aus, so ge- 
stattet die Intensitat der betreffenden Absorptionsbande in salzsaurer 
Lésung oder auch die Anstellung weiterer spektrochemischer Unter- 
suchungen zwar einen gewissen Anhaltspunkt, keineswegs aber ein 
sicheres Urteil tiber den Porphyringehalt. AuBerdem liegt bei diesem 
Vorgehen immer die Méglichkeit nahe, daB bei Ausschiittelung des 
Athers mit der prozentual héheren Salzséurezahl ein gewisser Teil der 
Porphyrinart, der vorher mit der prozentual niederen Salzsaurezahl 
nicht vollig erfaBt worden war, in erstere ibergeht, so daB also statt 
einer Trennung der Porphyrine ,,Mischporphyrine* resultieren, deren 
Identitat auch durch weitere spektrochemische Reaktionen schwer 
oder gar nicht feststellbar ist. 

Zur Beseitigung dieser MiBstande bediene ich mich seit einiger Zeit 
mit bestem Erfolge eines einfachen Verfahrens, das ich als Aus- 
schiittelungszahl bezeichne. Das Prinzip desselben besteht darin, 
daB dem Ather die betreffende Porphyrinart mit genau abgemessenen 
Mengen der ,,Salzséurezahl‘‘ so lange entzogen wird, bis in die letzte 
Ausschiittelung keine oder nur Spuren spektroskopisch nachweisbare 
Porphyrine iibergehen. 

In dieser Weise wird dem Atherextrakt zuerst das Kopro-P, sodann 
das Deutero-P, schlieBlich das Proto-P bis auf Spuren entzogen. Ergibt 
z. B. die erstmalige Ausschiittelung des Atherextraktes mit 3 ccm 
0,1 %oiger Salzsdaure nur Spuren von Kopro-P, so ist die Ausschiittelungs- 
zahl 0, betragt die Ausschiittelungszahl bis zum Schwunde der Por- 
phyrinbande unter den gleichen Bedingungen 3, so ist die Ausschiit- 
telungszah] = 2 usf. 

Durch dieses Verfahren erzielen wir zugleich exakter als es bei den 
friiheren Methoden der Fall war, eine fiir praktische Zwecke geniigende 
Trennung der einzelnen Porphyrinarten. Fiir eine wirklich exakte 
Trennung miissen natiirlich weitere Identitatsreaktionen herangezogen 
werden. 

Die Fehler der Methode sind darin begriindet, daB erstens fiir ge- 
w6hnlich nur ein aliquoter Teil des Tagesmaterials zur Verfiigung steht, 
daB ferner der Feuchtigkeitsgehalt der Stiihle und deren einzelner Teile 
groBen Schwankungen unterliegt, was natiirlich Differenzen in der 
Porphyrinbestimmung bedingt. Weiter ist zu bedenken, daB nach 
Willstatter und Stoll (8) dem Atherextrakt nicht alles, sondern nur 
etwa #/, der Porphyrine gemaB den Salzséurezahlen entzogen werden, 
und daB schlieBlich bei den wiederholten Waschungen des Athers Ver- 











230 I. Boas: 


luste an Porphyrinen unvermeidbar sind. Trotz dieser und vielleic)it 
noch weiterer Mange] erfillt, soweit ich sehe, die Ausschiittelungsza))| 
in praktisch brauchbarer Weise die Forderung einer Orientierungs. 
methode fiir die Abschatzung des Porphyringehalts und der Trennung 
der einzelnen Porphyrinarten. 

Zahlreiche Untersuchungen an Fakalien unter physiologischen wad 
pathologischen Bedingungen haben bei Anwendung dieses Verfahrens 
groBe Differenzen in den Ausschiittelungszahlen ergeben, die, wie sich 
weiter herausgestellt hat, wichtige Schliisse tiber die Art der zugrunde 
liegenden Prozesse erméglichen. Ein weiterer Vorzug des Verfahrens 
liegt darin, daB es ohne besondere instrumentelle Belastung arbeitet 

Die Trennung der einzelnen Porphyrinarten bietet ferner bei be- 
trachtlichem Porphyringehalt, oder was dasselbe ist, bei hoher Aus. 
schiittelungszah] die Méglichkeit, die betreffenden Porphyrinarten nach 
den Regeln der physiologischen Chemie weitgehend von etwa noch an- 
haftenden geringen Beimischungen bzw. Porphyrinschlacken anderer 
Art zu befreien, so dab etwa vorzunehmende Identitatsreaktionen 
nunmehr weit pragnanter ausfallen, als bei ein- oder zweimaliger Ather- 
ausschiittelung. Zu diesem Behufe werden die vereinigten Porphyrin- 
fraktionen einzeln (also Kopro-, Deutero-, Proto-P) mit Natriumacetat 
gepuffert, in Essigester getrieben, der Ather wiederholt nahezu saurefrei 
gewaschen und in diesem das nunmehr vierbandige Spektrum der be- 
treffenden Porphyrinart bestimmt. Nach Zusatz einiger Kubikzenti- 
meter der entsprechenden Salzséuremenge zum Ather gehen aus 
letzterem die Porphyrine beim Schiitteln wieder in Salzséure iiber; man 
stellt von Neuem das zweibindige Porphyrinspektrum in salzsaurer 
Lésung fest, wiederholt die Abstumpfung mit Natriumacetat, treibt dic 
Lésung nochmals in Essigester und gelangt auf diese Weise zu sehr 
klaren und wellenlangenmaBig gut zu differenzierenden Absorptions- 
banden. Fiir praktische Zwecke empfiehlt es sich, mit einem Teil det 
Porphyrine die Untersuchung ihrer Léslichkeit in Chloroform anzu- 
stellen. Bekanntlich ist das Kopro-P' in Chloroform unléslich, das 
Deutero-P in geringem, das Proto-P in betrachtlichem MaBe chloroform- 
léslich [Papendieck (9)]. In den nach wiederholter Ausschiittelung 
der porphyrinhaltigen HCl-Lésungen mit alkoholfreiem Chloroform 
und Abtrennung der Chloroformschichten stellt man in diesen 
eventuell nach ein- oder mehrmaliger Reinigung die vierbandigen 
Spektren des Deutero-P bzw. Proto-P fest. Die Hauptstreifen des 
ersteren liegen nach Schumm: Streifen I bei 619,8, Streifen I] bei 565 
Streifen III bei 532, Streifen IV bei 497. Die Spektren des Proto-P in 
Chloroformlésung liegen: Streifen I bei 630,0, Streifen II bei 575,3. 
Streifen IIT bei 540,7, Streifen IV bei 506,9. Hat man ein gutes Spektro 
skop zur Hand, so sind bei guter Lichtquelle besonders die ersten im Rot 
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velegenen Absorptionsstreifen der beiden hauptsachlich in Betracht 
kommenden Porphyrinarten wellenmaBig leicht abzugrenzen. 

Wo bei hoher Ausschiittelungszah] gréBere Mengen von Porphyrinen 
in salzsaurer Lésung zur Verfiigung stehen, kann man anschlieBend 
noch weitere Identitétsreaktionen vornehmen. Ganz _besonders 
empfehlenswert ist die Darstellung der betreffenden Eisenkomplex- 
verbindungen (Eisenporphyratine) nach Zaleski (10). Uber die Hand- 
habung dieser relativ einfachen praéparativen Methodik, die ich sowohl 
fiir die Fakalien als auch fiir den Harn haufig verwende, sowie tber 
weitere Identitatsreaktionen findet man die entsprechenden Hinweise 
in dem bekannten Werke von Schumm. SchlieBlich ist noch zu bemerken, 
daB unter pathologischen Verhaltnissen neben den Porphyrinen auch 
unzersetztes oder, wie es Haurowitz bezeichnet hat, natives Hamo- 
globin in Aceton oder Alkohol in nachweisbaren Mengen iibergeht und 
sowohl durch die Peroxydasereaktionen als auch auf spektroskopischem 
Wege leicht feststellbar ist. Auf diese wie auf andere die Klinik inter- 
essierende Fragen soll an anderen Stellen genauer eingegangen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es hat sich herausgestellt, daB in das zur Reinigung der Stiihle 
verwandte Aceton oder Alkohol unter normalen wie unter patho- 
logischen Verhaltnissen gréBere Mengen der in Betracht kommenden 
Porphyrine iibergehen. — 2. Zu quantitativen Bestimmungen der 
Sterkoporphyrine ist daher eine Vereinigung der in das Aceton 
iibergegangenen mit dem im Filterriickstand verbleibenden Porphy- 
rine unbedingt erforderlich. 3. Als annahernd quantitatives Ver- 
fahren bewahrt sich die ,,Ausschiittelungszahl der einzelnen  Por- 
phyrinarten, mit der zugleich eine fiir praktische Zwecke brauchbare 
Trennung der Porphyrine verbunden wird. 4. Die durch die Aus- 
schiittelungszahlen gewonnenen Porphyrinlésungen in den betreffenden 
Salzséurelésungen (nach Willstdtter und Stoll) gestatten in wesentlich 
praziserer Weise als bisher die Ausfiihrung der betreffenden Identitats- 
reaktionen. 
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Uber den Ursprung des Histidins im Harne gravider Frauen, 
Von 
Regine Kapeller-Adler und Fritz Haas. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 18, Juli 1935.) 
I. 


Das Histidin, welches Armstrong und Walker! zum ersten Male aus 
Schwangerenharn isoliert haben, bildet einen normalen Bestandteil des 
Harns gravider Frauen, ist dagegen sonst weder im normalen noch im 
pathologischen menschlichen Harne mit Sicherheit nachzuweisen* 
Tiere scheiden Histidin iiberhaupt nicht aus, auffallenderweise auch 
nicht in der Schwangerschaft*®. Diese Histidinausscheidung ist fiir die 
menschliche Graviditat derart spezifisch, daB ein chemischer Schwanger- 
schaftsnachweis auf Grund des Auftretens von Histidin im Harne aus- 
gearbeitet werden konnte. 

Die Untersuchung einer iiberaus groBen Zahl von Gravidenharnen 
ergab, daB Frauen von der vierten bis fiinften Graviditaétswoche an, 
wahrend der gesamten Gestationsperiode taglich nicht unerhebliche 
Histidinmengen ausscheiden, daB diese Exkretion fiir jede Frau eine ver- 
schiedene, individuelle GréBe darstelle, und daB weiter die Histidin- 
ausscheidung von der Art der Erndhrung abhangig sei. EiweiBreiche 
Kost begiinstigt die Histidinausscheidung, eiweiBarme setzt sie herab. 
DaB die Histidinexkretion jedoch auch endogener Natur sei, dafiir 
spricht die Tatsache, daB bei praktisch histidinfreier Ernahrung Histidin 
im Gravidenharn nie fehlt. Wichtig erscheint ferner die Feststellung, dal 
|-Histidin, einer Graviden per os gereicht, fast unverandert ausgeschieden 
wurde, wahrend es normalerweise vollkommen abgebaut wird4. Schlieb- 
lich soll nicht unerwaéhnt bleiben, daB ein gewisser Parallelismus 
zwischen der Histidinausscheidung und der Ausscheidung von Prolan 
beobachtet werden konnte. Das Einsetzen beider Reaktionen in der 
Schwangerschaft scheint gleichzeitig zu erfolgen, beide Reaktionen 
werden im Puerperium negativ und beide fehlen vollkommen im Harn 
trachtiger Tiere. 

Wie kommt es nun zu dieser gewaltigen Histidinurie wahrend der 
Schwangerschaft? Da, wie schon oben erwahnt, eine Histidinaus- 


' Biochem. J. 26, 143, 1932. — * Kapeller-Adler, diese Zeitschr. 264, 
131, 1933; Klin. Wochenschr. 1934, S. 21. — * Kapeller-Adler u. Herrmann, 
Klin. Wochenschr. 1934, S. 1220. 4 Kapeller-Adler u. Schiller, Klin 
Wochenschr. im Druck. 
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scheidung im allgemeinen nur in der Graviditét beobachtet wurde, 
war es naheliegend, zunachst an einen Zusammenhang zwischen Placenta 

ul Histidinexkretion zu denken. Unter dieser Annahme war zu er- 
warten, daB sich die Placenta als sehr histidinreich erweisen werde. 
Wir untersuchten aus diesem Grunde einige zu diesem Zweck bereitete 
Placentaextrakte und das PlacentaeiweiB. Freies, vorgebildetes Histidin 
konnte im Extrakt nicht vorgefunden werden. Dieser enthielt nach durch- 
gefiihrter Hydrolyse eine sehr geringe Menge Histidin (4,3 mg-°,). Das 
PlacentaeiweiB erwies sich nach der Hydrolyse ebenfalls als relativ 
histidinarm (0,42 °%). Diesen Ergebnissen zufolge konnte an einen 


Zusammenhang zwischen Placenta und Histidinausscheidung nicht 
gedacht werden. MuBte man nun den Gedanken an eine Beeinflussung 
der Histidinausscheidung durch die Placenta fallen lassen, so konnte eine 
Erklarung fiir die Histidinurie nur mehr im Stoffwechsel gesucht werden. 
Wir legten uns zunachst die Frage vor, was mit dem Histidin im normalen 


Stoffwechsel geschieht; kommt es doch auBer in der Schwangerschaft 
nie im Harn unverandert zum Vorschein. Offenbar wird das Histidin 
im gewohnlichen Stoffwechsel vollkommen abgebaut. 


Einen Abbau des Histidins im Stoffwechsel konnte schon Engeland' 
beobachten, welcher nach subcutaner Verabreichung von Histidin nur geringe 
Mengen im Harn wiedergefunden hat. Weiter haben Abderhalden und 
Einbeck?, Kotake und Konishi, Kijokawa‘, Kapeller-Adler und Kohut ® 
und Kapeller-Adler und Schiller festgestellt, daB Histidin, sei es per os ein- 
gegeben, sei es subcutan injiziert, im Stoffwechsel vollkommen zerstért 
wird. 

Wo vollzieht sich nun dieser Abbau des Histidins? AKrebs*® und Edl- 
bacher * konnten in ihren Versuchen zeigen, daB das Histidin im Gegensatz zu 
den meisten anderen Aminosduren von der Niere nicht oder nur spurenweise 
desaminiert wird. Es ist ein groBes Verdienst Edlbachers’, darauf hin- 
gewiesen zu haben, daB beim Abbau des Histidins die Leber die Hauptrolle 
spielt, und zwar enthalt dieses Organ ein das Histidin spezifisch spaltendes 
Ferment, das Edlbacher Histidase nannte. Edlbacher und Mitarbeiter 
studierten eingehend die Frage des Histidinabbaues unter dem Einflu8 der 
Histidase und fanden, daB in vitro der Imidazolkern des Histidins durch 
dieses Ferment geédffnet und ein Stickstoff als Ammoniak abgespalten 
wird. Das entstandene labile Zwischenprodukt spaltet bei alkalischer 
Reaktion nochmals Ammoniak ab und geht schlieBlich in Glutaminséiure 
iiber. Es entstehen somit schlieBlich aus 1 Mol Histidin je 1 Mol Glutamin- 
siure, Ameisensiure und 2 Mole Ammoniak. Die Histidase ist, Ed/bachers 
ausgedehnten Untersuchungen zufolge, nur in der Leber vorhanden. Der 
Autor hat dieses Ferment in der Leber von verschiedenen Tieren und von 
Menschen auffinden kénnen, hingegen in keinem anderen Organ. In der 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 49, 1908. * Ebenda 68, 395, 1910. 
3 Ebenda 122, 230, 1922. ' Ebenda 214, 38, 1933. > Diese Zeitschr. 
272, 341, 1934. — ° Zeitschr. f. physiol. Chem. 217, 218, 1933. 7 Ebenda 


224, 269, 1934. 8 Ebenda 157, 106, 1926; 191, 225, 1930; 195, 267, 1931; 


224, 261, 1934. 
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allerjiingsten Zeit bestatigt Sahisaka! insofern vollkommen die Ansic 
Edlbachers, als er nachweist, das der Imidazolkern des Histidins nur dur: 
die Leber vollig aufgespalten werden kénne. 


War einmal der Weg des Histidinabbaus im normalen Stoffwechs:| 
durch die grundlegenden Arbeiten Hdlbachers gewiesen, so erschien es 
naheliegend, sich die Frage vorzulegen, wie sich der Histidinabbaw ii 
Stoffwechsel gravider Frauen vollziehe, bei denen ja unverandertes 
Histidin im Harn ausgeschieden wird. Sollte vielleicht das verschiedenc 
Verhalten der Histidase in- und auBerhalb der Schwangerschaft fiir das 
auffallende Auftreten des Histidins im Gravidharn maBgebend sein 


Zur naheren Beleuchtung dieser Frage sollte zunachst im Rahmen 
dieser Arbeit der Histidasegehalt von Lebern Nichtgravider quantitatiy 
untersucht werden. Es sollte festgestellt werden, welche Menge Histidin 
1g Leber abzubauen vermag. 


Was die Methodik betrifft, so hielten wir uns im allgemeinen an die 
von Edlbacher und Mitarbeitern gegebene Vorschrift. Das zur Unter. 
suchung verwendete wertvolle Material wurde uns liebenswiirdigerweise 
von den Leitern des _ pathologisch-anatomischen und = gerichtlich- 
medizinischen Instituts tiberlassen, wofiir auch an dieser Stelle unser 
bester Dank ausgesprochen sei. 


Das Verfahren gestaltete sich fulgendermaBen: Etwa 20g médglichst 
frischer Leber wurden durch den Hofmeisterschen Zerkleinerungsapparat 
getrieben und hierauf mit einer Messerspitze Quarzsand griimdlich verrieben. 
Von der so hergestellten auBerst feinen, hcmogenen Lebersuspension wurde 
lg in ein weites Zentrifugenrohr eingewogen, hierauf mit 5cem m/15 
Phosphat versetzt und mit n/10 Lauge auf pu = 8 gebracht. Sodann 
wurden 5ccm einer 1%igen Histidinldsung (= 50mg Histidin), welche 
vorher auf px 8 gebracht worden war, zugesetzt und das Gemenge mit 
einem diinnen Glasstab gut verriihrt. Nach Zusatz von einigen Tropfen 
Toluol wurde die Mischung in den Brutkasten gestellt. Von jeder Leber 
wurden stets einige Parallelbestimmungen angesetzt. Es soll hier hervor 
gehoben werden, daB an Stelle des Phosphatpuffers Glykokollpuffer nicht 
verwendet werden darf, da Glykokoll die nachtragliche Histidinbestimmung 
empfindlich stért und man vollkommen falsche Resultate erhalt. Nach 
24stiindigem Aufenthalt im Brutschrank wurde der Leberbrei mit vet 
diinnter Schwefelsiure bis zur kongosauren Reaktion versetzt und die 
iiberstehende Fliissigkeit abzentrifugiert. Der Riickstand wurde mit Wasse1 
griindlich gewaschen, das Waschwasser abzentrifugiert und die vereinigten 
Fliissigkeiten auf ein kleines Volumen (etwa 5ccm) am Wasserbad ein 
geengt. Nun wurde die Fliissigkeit in einen 20 cem MeBkolben abfiltriert, der 
Riickstand mit Wasser gewaschen und das Filtrat bis zur Marke mit Wasser 
aufgefiillt. Je 1 cem dieser Lésung wurde der kolorimetrischen Histidin 
bestimmung nach Kapeller-Adler? unterworfen. Als Vergleichsfliissigkeit 
diente l ccm einer 2,5°/,,igen Histidinlésung. Die nach dem Kolorimetrieret 


1 Ronas Ber. 80, 515, 1934. 2 Diese Zeitschr. 264, 131, 1933. 
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altenen Werte ergaben mit 20 multipliziert jene Histidinmenge in Milli- 
rammen, welche von der in 1g Leber enthaltenen Histidasemenge nicht 
byebaut worden war. Nach Subtraktion dieser Zahl von der vorgelegten 
{istidinmenge (50mg) resultierte jene Histidinmenge in Milligrammen, 
elche von 1 g Leber abgebaut worden war. 

Wir haben iibrigens unter den gleichen Bedingungen zwecks 
Kontrolle auch eine Niere aufgearbeitet. Histidin wurde von 
der Niere nicht abgebaut. In der nachfolgenden Tabelle I bringen 
wir die Ergebnisse, welche wir mittels der oben geschilderten Methode 
an verschiedenen, von mannlichen und weiblichen Leichen stammenden 
Lebern erzielt haben. 


Tabelle I. (Nicht geschadigte Lebern.) 





Name 1g Leber baut von 
und Todesursache zugesetzten 50 mg Bemerkung 
Geschlecht Histidin ab 


R. B., « Pneumonie 21 
A, -€.: Duraendotheliom 19,2 
y. K., Apoplexie 16 
« Bey Meningitis tbe. 29,2 
a CO-Vergiftung 13 5 Tage nach dem Tode 
untersucht 
oF Aortenstenose 31 36 Std. p. m. untersucht 


24 51/. Tage p. m. unter- 
sucht 
Ca ventriculi 34 Ohne Toluolzusatz 
29 Mit Toluolzusatz 


Gehirntumor 11,6 Nur 12Std. im Brut- 
schrank 

Apoplexie 16,7 Nur 12Std. im Brnut- 
schrank 

Ca ventriculi 12 Auffallend hochgradige 
Atrophie der Ova- 
rien, sehr starke 
Gesichtsbehaarung 


Bei den angefiihrten zehn Fallen handelt es sich um Lebern teils 
von Mannern, teils von Frauen mit verschiedener Todesursache. Alle 
untersuchten Lebern haben Histidin abgebaut. Sie enthielten also alle das 
Histidaseferment. Die Menge Histidin, welche von je 1 g Leber ab- 
gebaut worden war, schwankte zwischen 12 und 30mg. Allerdings 
konnte die eine von den Lebern, welche einen tiefen Histidasegehalt auf- 
wiesen, erst fiinf Tage nach dem Tode untersucht werden. Es ist méglich, 
daB sich hierbei die Histidasewirkung bereits etwas erschépft hat. Zur 
néheren Beleuchtung dieser Frage haben wir eine andere Leber unter 
vollkommen gleichen Bedingungen 36 Stunden und 5!/, Tage post 
mortem untersucht. Nach 36 Stunden baute 1 g Leber 31 mg und nach 
5'/, Tagen 24 mg Histidin ab. In diesem Falle ging die Wirksamkeit 
nach 5!/, Tagen etwas zuriick, so daB es durchaus méglich erscheint, daB 
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man bei der Aufarbeitung der Leber erst einige Tage post mortem nic|it 
mehr die gesamte Histidasewirkung erfassen kann!. 

Zwei Lebern lieBen wir statt der iblichen 24 Stunden nur 12 Stund: 
im Brutschrank stehen. Die Werte fiir das abgebaute Histidin waz 
niedriger als die gew6hnlich gewonnenen, so daB man annehmen mui; 
daB der 12stiindige Aufenthalt im Brutschrank fiir die Reaktion 
kurz ist. 


Weiter haben wir den EinfluB starkerer Autolyse auf die Histidase 


einer genaueren Betrachtung unterzogen, indem wir zwei Proben eine 


Leber nebeneinander mit und ohne Toluolzusatz aufarbeiteten. Die 
Leber ohne Toluolzusatz baute etwas starker Histidin ab, als diejenige 


mit Toluol. Es ist méglich, daB zu reichlicher Toluolzusatz das Ferment 
in seiner Wirksamkeit hemmt. Bei allen von uns angefiihrten Versuche: 
setzten wir stets wenige Tropfen Toluol zu. Der bakterielle Abbau von 
Histidin ist nach Kdssler-Hanke® so geringfiigig, daB er bei unserer 
Methodik auber acht gelassen werden kann. 

Bei den in der Tabelle J angefiihrten Fallen handelte es sich um 
nicht pathologisch verdnderte Lebern. 

Da es immerhin im Bereich der Méglichkeit gelegen war, dab be 
pathologischen Lebern auch das Histidaseferment geschddigt sein kénnt: 
untersuchten wir einige Fdlle mit schweren Leberschddigungen. In der 
folgenden Tabelle II fiihren wir die hierbei erzielten Resultate an 


Tabelle II. (Geschadigte Lebern.) 





1 g Leber baut von 
Todesursache zugesetzten 50mg Bemerkung 
Histidin ab 


Name und 
Geschlecht 


R.M., 2. Lobularpneumonie Altere Stanung der Leber 
VAR aS ° Meningitis tbe. 24 Parenchymatise Degenera- 
tion der Leber 
Duh, I : ; . ; 
sungenabszeB, Co- d, Schwere akute Leberstau- 
ronarthrombose ung 


Lebercirrhose ; Die Leber sehr klein, bart 
héckerig, die Lappehen- 
struktur verschwunie! 

Sepsis 25, Hochgradige Fettleber 
Gallenblasenea, in 25 Ieterus gravis 
die Leber ein- 
wachsend 


Interessant ist die Feststellung, daB sdmtliche in dieser Tabelle an- 


gefiihrten Lebern trotz der offenbar schweren Schadigungen ganz norma! 
Histidin abbauten (etwa 20 mg pro 1 g Leber). Das Ferment funktionierte 


1 Vgl. auch Edlbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 191, 230, 1930. 
2 J. of biol. Chem. 50, 131, 1922. 
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30 vollkkommen normal, auch bei den schwersten Leberdefekten, wie 
B. bei Lebercirrhose. 


Da uns zunachst Lebern von Graviden, die ja allein die Frage des 


Histidinstoffwechsels in der Graviditat entscheiden konnten, nicht zur 
erfiigung standen, erstreckten wir unsere Untersuchungen auf Lebern 
on operativ kastrierten Frauen. Wir wollten feststellen, ob die Kastration 
einen EinfluB auf die Histidase ausiibe. Es sei hierbei hervorgehoben, daB 
Harne von Kastrierten auf Grund unserer Untersuchungen vollkommen 
histidinfrer sind. 


In der Tabelle I1I fiihren wir unsere Versuchergebnisse an. 


Tabelle II. (Lebern operativ kastrierter Frauen.) 





1g Leber baut von 
Name Todesursache zugesetzten 50 mg Bemerkung 
Histidin ab 


Grippepneumonie 31.5 Ovarien im Jahre 1912 
stirpiert, Myomalacie 
Schrumpfniere 


Aortenstenose tadikalexstirpation 1925 wegen 


Myom und Ovarialeyste 
schwere Fettleber 
lk ettcewebsnekrose 20,! seide Ovarien 1914 wegen ex 
trauteriner Graviditét ex- 
stirpiert 
Ca uteri e tadikalexstirpation 
vor 10 Tagen 
Hypertonie 7 seide Uterusanhinge vor Jah- 
ren exstirpiert 


Von den fiinf untersuchten Lebern von Kastrierten haben vier voll- 
kommen normal abgebaut. Warum wir in dem einen Fall nur einen 
minimalen Abbau konstatieren konnten, kénnen wir nicht begriinden. 
Irgendeine Beeinflussung der Histidasewirkung durch die Kastration 
geht aus diesen Versuchen nicht hervor. 


Unter groBen Schwierigkeiten gelang uns schlieBlich die Beschaffung 
von einigen Gravidenlebern. Die Untersuchungsergebnisse haben wir in 
der folgenden Tabelle IV zusammengefabt. 


Die Leber der Patientin mit geplatzter Tubargraviditat hat voll- 
kommen normal abgebaut. Auf diesen Fall kommen wir weiter unten 
nochmals zuriick. Hingegen haben sdmtliche anderen Graviden- und 
Puc r pe rallebern entweder nur sehr we nig oder iiberhaupt kein Histidin 
abgebaut, im Gegenteil drei von ihnen wiesen sogar vorgebildetes Histidin 
auf (8 bis 16,6 mg pro 1 g Leber). 

Das Vorkommen vorgebildeten Histidins in den betreffenden Graviden- 
lebern konnten wir folgendermaBen feststellen: 10 g¢ vom feinen Leberbrei 
wurden 30 Minuten lang mit m/15 Phosphatpuffer geschiittelt, der Extrakt 
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Tabelle IV. (Lebern von Graviden und Wéchnerinnen.) 





1 g Leber 1 g Leber 
baut von enthalt 
Name Todesursache zugesetzten Histidin Bemerkung 
50 mg vorgebildet 
Histidin ab in mg 


Geplatzte Tubar- 17,5 
graviditit 
I:indocarditis, 4 Sectio caesarea, keine 
Hirnjddem lampsie, Partus 12s 
ante mortem. Klinis 
tonisch-klonische 
Krimpfe 
Pulmonalembolie 5, f 47 cm lange o*, unr 
Frucht im Uterus 
Verblutung infolge Rachitisch-enges Beck 
unbehebbarer Atonie Sectio caesarea 24 St 
des Uterus ante mortem 
Beiderseitiges 4 Tage ante mortem Fr 
metapneumonisches geburt (8. Monat). Puer 
Kmpyem peraler Uterus 
katarrhalische 
Tracheobronchitis 
Sch. R. Ca der Thymus: Interruptio gravidit 
driise 5. Monat, 4 Tage ant 
mortem 


hierauf mit verdiinnter Schwefelséiure etwas angesiiuert, die iiberstehen«: 
Fliissigkeit abzentrifugiert und auf Histidin untersucht. Als Gegenprohe 
wurde derselbe Versuch bei Lebern Nichtgravider durchgefiihrt. In keinem 
der Falle wurde Histidin nachgewiesen. 


Wichtig erscheint uns die Feststellung, daB die untersuchten 
Lebern von Graviden aus verschiedenen Schwangerschaftsmonaten 


stammten. Aus diesen Versuchsergebnissen im Verein mit der Tatsache 


der stets beobachteten Histidinurie in der Schwangerschaft und in den 
ersten Tagen des Puerperiums lassen sich folgende Schliisse ziehen 
Wahrend der gesamten Gestationsperiode und im Puerperium (mindesten- 
in den ersten Tagen desselben) scheint das Histidaseferment mehr oder 
weniger vollkommen gehemmt zu sein, so daB die Leber ihre Fahigkeit 
Histidin abzubauen, wahrend dieser Zeit einbiiBt. So kommt es zu eine: 
Ausschiittung des sonst in der Leber abgebauten Histidins, welches nun 
im Harn erscheint. Ist das Ferment vollkommen gehemmt, dann kommt 
es sogar zu einer Speicherung des Histidins in der Leber; denn nur so 
1aBt sich das Vorkommen vorgebildeten Histidins in den in der Tabelle [V 
angefiihrten Lebern erklaren. 


Diese Resultate erscheinen uns fiir die Klarung der Frage nach dem 
Ursprunge des Histidins im Schwangerenharn von besonders grobfie! 
Bedeutung. Unsere Vermutung, daB fiir das Auftreten des Histidins im 
Gravidenharn de Funktionshemmung der Histidase maBgebend svi 
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scheint also richtig zu sein, wenn man in Betracht zieht, daB von simt- 
lichen untersuchten 2] Lebern Nichtgravider auch nicht eine einzige 
Histidin nicht abbaute. Ein praéformiertes Vorkommen des Histidins 
in der Leber konnte auBer in der Schwangerschaft oder im Puerperium 
nirgends beobachtet werden. Die einzige Leber, die gleichfalls eine 
stark beeintrachtigte Histidasewirkung aufzeigte, war die einer ka- 
strierten Frau. Doch kénnen wir aus diesem Einzelbefund natiirlich 
keine SchluBfolgerung ableiten. 


Wie es zum Versagen des Histidaseferments wahrend der Gravi- 
ditat und im Puerperium kommt und durch welche Faktoren dieser 
Vorgang gesteuert wird, vermégen wir noch nicht zu sagen. Doch 
glauben wir auf Grund im Gange befindlicher und noch lange nicht 
abgeschlossener Untersuchungen annehmen zu kénnen, daB die Be- 
cinflussung der Histidase in der Schwangerschaft hormonal bedingt sei. 


Wie schon oben erwahnt, scheint die Hemmung der Histidase bei 
allen Graviden nicht vollkommen gleich zu sein; dies geht aus der 
Tabelle IV hervor, derzufolge zwei Gravidenlebern im Gegensatz zu den 
anderen Schwangerenlebern, wenn auch nur sehr wenig, so doch immer- 
hin 4 und 5,5 mg Histidin pro 1g Leber abbauten. Die individuell 
verschieden grofe Histidinausscheidung im Harn Gravider kénnte nun 
dahin gedeutet werden, daB das Vermégen, Histidin in der Leber 


zu stapeln, im Einzelfalle verschieden ist. 


Die wahrend der Schwangerschaft ausgeschiedene Histidinmenge 
kann man sich ohne weiteres aus dem Histidin des Nahrungseiweibes 
bzw. bei praktisch eiweiBfreier Ernéhrung aus dem eingeschmolzenen 
Kérpereiwei entstanden denken. 


Was schlieBlich den in der Tabelle 1V angefiihrten Fall einer 
extrauterinen Graviditdt anlangt, so méchten wir folgendes anfiihren. 
Diese Leber hat, obwohl einer graviden Frau entstammend, voll- 
kommen normal abgebaut. Dies erklaren wir damit, daB die Histidin- 
reaktion im Harn von Extrauteringraviden nicht immer positiv ist 
und auch die Zondek-Aschheim-Reaktion bekanntermaBen nur bei 
intakter Frucht positiv ausfallt. Es ist also méglich, daB es sich in 
diesem Falle um eine schon seit langerer Zeit abgestorbene Frucht 
gehandelt hat. 

Il. 

Wie verhalt sich nun die Histidase bei der tierischen Graviditat ? 
Edlbacher hat die Histidase in der Leber von verschiedenen Tieren 
(Hund, Meerschweinchen, Kaninchen, Katze) nachgewiesen und ver- 
mutet, daB sie bei allen Wirbeltieren vorkommt. Im Hinblick auf die 
Ergebnisse bei den Lebern gravider Frauen untersuchten wir die 


16* 
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Lebern eines trdchtigen und nichttrachtigen Meerschweinchens und ein 
trachtigen und nichttrichtigen Katze. Die Tabelle V enthalt die dahe; 
gefundenen Zahlen. 

Tabelle V. 





1 g Leber baut vom 


Tier é ; . 
zugesetzten 50mg Histidi: 


Meersch weinchen nichttrachtig 41.4 
trachtig 45,4 


Katze nichttrachtig 50 

trachtig 26 
Aus dieser Tabelle geht eindeutig hervor, daB beim Tier auch in der 
Schwangerschaft das Histidaseferment nicht gehemmt ist. Die Leber des 


trachtigen Meerschweinchens baute sogar besser ab, als diejenige des 


nichttrachtigen Tieres. Bei den von uns untersuchten Katzen lagen 
die Verhaltnisse umgekehrt. Dieses Ergebnis erscheint sehr auffallig 
Sollte es einen so gewaltigen Unterschied beziiglich der Funktionen des 
Histidaseferments zwischen der menschlichen und der tierischen 
Graviditat geben? Diese Frage muB unbedingt bejaht werden, denn 
nur so laBt es sich erklaren, daB es in der menschlichen Schwanger- 
schaft zu einer Histidinurie kommt, waihrend das trachtige Tier auch 
nicht die geringste Spur Histidin ausscheidet. In diesem Zusammen- 
hang méchten wir daran erinnern, daf die Harne von trachtigen 
Tieren ebenfalls kein Prolan (Zondek-Aschheim-Reaktion) enthalten 
Wir erblicken auch in dieser Tatsache die Bestaétigung unserer An 
nahme, daB fiir das Auftreten des Histidins im Gravidenharn lediglich 
das voriibergehende Versagen des Histidaseferments in der Leber 
maBgebend zu sein scheint. Denn bei trachtigen Tieren, bei denen 
offenbar die Histidase immer funktioniert, tritt im Harn nie Histidin 
auf, weil es ja vorher in der Leber abgebaut wird. 


Zusammenfassung. 


1. Placentaextrakte wurden auf vorgebildetes Histidin gepriift 
Histidin war nicht nachweisbar. Nach der Hydrolyse wurden 
4.3 mg-°,, Histidin bestimmt. Das PlacentaeciweiB enthielt 0,42! 
Histidin. Zwischen Placenta und Histidinausscheidung besteht kein 
Zusammenhang. 


2. Von verschiedenen Lebern mannlicher und weiblicher Indi 
viduen wurden Breie nach Edlbachers Angaben dargestellt und dies: 
auf ihre Fahigkeit, das Histidin abzubauen, untersucht. Die 
haltenen Ergebnisse finden sich in der Tabelle I zusammengefalit 
1 g Leber baut aus zugesetzten 50 mg Histidin 12 bis 30 mg ab. Eu 
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Histidin im Harne gravider Frauen. 24] 


aiinlicher Versuch mit Niere angesetzt, lieferte ein vollkommen 
negatives Resultat. Lebern von Patienten mit schweren Schddigungen 
dieses Organs bauten durchgehend sehr gut Histidin ab, und zwar 
17 bis 25 mg pro lg Leber (Tabelle IL). Lebern von Frauen nach 
operativer Kastration bauten bis auf eine Histidin vollkommen 
normal ab (17 bis 31 mg pro 1 g Leber). 

3. Lebern von Graviden oder von Frauen im Puerperium bauten 
sehr wenig oder gar kein Histidin ab. Die Histidase, welche normaler- 
weise das Histidin véllig abbaut, scheint wahrend der Graviditat qge- 
hemmt zu sein, so daB das nichtabgebaute Histidin ausgeschittet wird 


und im Harn erscheint. Bei manchen Lebern kommt es sogar zur 


Speicherung von Histidin, so daB diese Lebern praformiertes Histidin 


enthalten. Die Leber einer Frau mit einer geplatzten Tubargraviditat 
baute Histidin normal ab. 

4. Bei trachtigen Tieren, die keine Histidinurie zeigen, baut die 
Histidase Histidin ab. Hier besteht also ein weitgehender Unterschied 
gegentiber der menschlichen Graviditat. 


















MaBanalytische Bestimmung des Himoglobins. 
Von 
St. Rusznyék und E. B. Hatz. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik der kK 
Ungar. Franz Josef-Universitat in Szeged. 
(Eingegangen am 19. Juli 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die meist tiblichen Himoglobinbestimmungen wurzeln in den 
Prinzip, daB das H* moglobin in irgendein farbiges Derivat wberfiihrt 
wird, dessen Menge durch Vergleich mit einer Standardlésung vo 
bekannter Konzentration ermittelt wird. Die Genauigkeit der dure! 
diese kolorimetrischen Methoden erreichten Resultate ist zwar vom 
medizinisch-praktischen Standpunkt ganz befriedigend, sie entspricht 
jedoch kaum den Anforderungen, die beiexperimentellen Untersuchungen 
gestellt werden miissen. Auch wurden Methoden ausgearbeitet, die dir 
3estimmung des Bluthéamoglobins auf die Bestimmung des Eisengehalts 
des Blutes zuriickfiihren. Aus neueren Untersuchungen ging jedoch 
hervor, da ein Teil des im Blute befindlichen Eisens nicht an Hamoglobin 
gebunden ist. 

Eine vollkommen zuverlassige, jedoch wenig gebrauchliche Be- 
stimmungsmethode beruht auf der Eigenschaft des Hamoglobins, dati 
es sich mit gewissen Gasen zu Komplexen verbindet. Setzt man aus so 
einer Komplexverbindung das Gas wiederum in Freiheit, so kann man 
durch eine Gasvolumbestimmung zu Zahlenwerten gelangen, aus denen 
man die Menge des Hamoglobins leicht berechnen kann. Von den Gasen, 
die das Himoglobin zu binden fahig ist (Kohlenoxyd, Sauerstoff, Cyan- 
wasserstoff), kommt bei der gasometrischen Hamoglobinbestimmung in 
erster Reihe das Kohlenoxyd in Betracht, und zwar hauptsachlich des .a! 
weil es in Wasser — so auch im Plasma — kaum loéslich ist und weil es 
vom Hamoglobin sehr energisch gebunden wird. Obzwar die mit Hilf 
von Kohlenoxyd durchgefiihrten gasometrischen Bestimmungen zweifels- 
ohne sehr genaue Resultate liefern, konnten sich diese Methoden im 
Laboratoriumsbetrieb doch nicht geniigend einbiirgern. Das Hindernis 
ihrer allgemeineren Verbreitung ist wohl in dem Umstand zu suchen, dai 
sie verhaltnismaBig recht komplizierte und teure Apparate beanspruchen 
und ihre Durchfiihrung sehr groBe Ubung und peinlichste Sorgfalt 
erfordert. 

Die sehr genauen Resultate, die die CO-gasometrische Methode' 
liefert, veranlaBten uns, dieses Verfahren zu einer maBanalytische: 


! Siehe van Slyke u. Hiller, J. of biol. Chem. 78, 807, 1928. 
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Bestimmungsmethode des Hamoglobins auszuarbeiten. Dies schien 
uns dadurch méglich, daB L. W. Winkler! unlangst eine maBanalytische 
Methode bekannt gab, die sich zur genauen Bestimmung auberst geringer 
(O-Mengen eignet. Durch Einbeziehung der letztgenannten Methode 
konnten wir in der Tat unser gesetztes Ziel ohne nenneaswerte Schwierig- 
keit erreichen. 

Das Prinzip unserer Methode ist folgendes: Eine bestimmte Menge 
des defibrinierten Blutes wird mit Kohlenoxyd gesattigt und das iiber- 
schiissige, also durch Hamoglobin nicht gebundene Kohlenoxyd mit 
Stickstoff aus dem AbsorptionsgefaB verdrangt. Nun wird das gebundene 
Kohlenoxyd mittels Kaliumferricyanid in Freiheit gesetzt und mit 
Stickstoff quantitativ in ein SammelgefaB getrieben. Das Gasgemisch 
CO und N,) wird im geschlossenen GefaiB mit einer kaliumbromid- 
haltigen Palladochloridlésung in Reaktion gebracht, wobei nach der 
Gleichung 

PdCl, + CO Pd COCL; (COC, H,O 2 HCI CO,) 


eine mit dem Kohlenoxyd aquivalente Menge metallisches Palladium zur 
Ausscheidung gelangt. Der fein verteilte Metallniederschlag wird mit 
einer bestimmten Menge Kaliumbromatlésung bekannten '(iters versetzt 
und das Reaktionsgemisch angesduert. Durch Wechselwirkung der aus 
dem Kaliumbromat in Freiheit gesetzten Bromséure und der aus dem 
Kaliumbromid in Freiheit gesetzten Bromwasserstoffsaure entsteht 
eine dem Kaliumbromat aqui- 

valente Menge Brom, die nun = 
auf das Palladium unter Bil- r 
dung von  Palladobromid | 
lésend einwirkt. Der Uhber- 
schuB des Broms wird mit 
Hilfe des von L. W. Winkler? 
ausgearbeiteten bromometri- 
schen Verfahrens maBanaly- 
tisch ermittelt. 














Erforderliche Gerite. 





a) Rundkolben von 100 bis 
150 ecem Inhalt, zur CO-Ent- =: t. 
wicklung. 

b) 2 Waschflaschen*, die zugleich die Rolle des Druckreglers tber- 
nehmen (Abb. 1). Rohr ,,a°* der einen Flasche wird mit dem CO-Entwickler 
verbunden, das analoge Rohr der zweiten Flasche mit einem Stickstoff- 


Zeitschr. f. anal. Chem. 97, 18, 1934. 2 Zeitschr. f. angew. Chem. 
28, I, 480, 1915. 3 Siehe auch Fr. Pregl, Die quantitative organische 


Mikroanalyse. 
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gasometer. Die Rohre ,,b‘* werden an einen 7’-Hahn (Dr) angeschlossen, dess: 
dritte Verzweigung an das SattigungsgefaB (s. unten) angekuppelt wi 


c) SattigungsgefaB laut Abb. 2. 


d) SammelgefaB laut Abb. 3. 


Die Bereitung des Kohlenoxyds. Kin mit 5cem konz. Schwefelsau: 
beschickter Rundkolben (langhalsiger) von 100 bis 150 cem Inhalt wird mii 
einem dicht sitzenden, zweifach durchbohrten Gummistopfen verschlosse1 

Dureh die eine Bohrung «: 
Stopfens fiihrt das Rohr ein 
Tropftrichters, die  zweit 
Bohrung durchlauft ein recht 
winklig gebogenes Rohr 
dessen freies Ende mitte 
eines Schlauchstiickes an dis 





eine Waschflasche ang 





schlossen wird. Aus) dem 
Tropftrichter 1aBt man 

einmal 0,5 bis 1 cem Ameisen 
siure zur Schwefelséure ein 
flieBen und erwarmt den 
Kolben mit kleiner Flamme 
durch ein Drahtnetz so lange, 
bis eine lebhafte Gasentwick 
lung einsetzt. Sollte die Gas 
entwicklung vorzeitigabflauen, 
fiihrt man tropfenweise weiter: 

Abb. 3. Mengen Ameisensiure ein. 


Erforderliche Reagenzien. 
1. Octylalkohol. 
2. Kaliumferricyanidlésung: 92 cem 32° ige Kaliumferricyanidlésung 
Secem konz. Milehséure (D 1,2). 


3. Palladochloridlésung, die nach folgender Vorschrift L. W. Winkler 
‘bereitet wird: ,,Man lést 0,2 g reines metallisches Palladium (Blech ode: 
Draht) unter gelindem Erwirmen in etwa 10 cem Konigswasser. Di 
Lésung wird in einer 50 cem fassenden Porzellanschale auf dem Dampfbadd 
eingetrocknet. Den Riickstand lést man in 10 cem 20 °piger Salzsiure und 
trocknet wieder ein; das Eintrocknen mit Salzsaiure ist noch dreimal zu 
wiederholen. Der endgiiltige, nitratfreie Riickstand wird mit 10 g Kalium 
bromid zusammen unter Erwarmen in 20 cem n Salzséure und 100 cen 
Wasser gelést. Die L6sung wird mit einigen Kérnchen Bimsstein und 1 cc: 
stiirkstem Weingeist versetzt, in einem Erlenmeyer-Kolben etwa 10 Minute: 
lang im Sieden gehalten, um das beim Eintrocknen allenfalls nicht ze 
setzte Palladichlorid zu Palladochlorid zu reduzieren, weiterhin, um de 
Uberschu8 des Weingeistes zu vertreiben. Nach dem Erkalten werden 
der Fliissigkeit 5 g reines kristallisches Natriumacetat (CH,COONa . 3 H,O 
gelést. Die durch einen kleinen Wattebausch filtrierte Lésung wird mit de: 
Waschwasser auf 200 cem verdiinnt. Die 1 °% Palladium enthaltende roétlic! 
braune, kristallklare Fliissigkeit halt sich in einer Glasst6pselflasche un 
verandert.** 
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4. 0,02n Kaliumbromatlésung: 0,5567g¢ pro anal. Kaliumbromat 
rden in dest. Wasser zu 1 Liter gelést. 

5. 0,02 n Arsenitlésung, die nach folgender Vorschritt L. W. Winklers} 
reitet wird: ,,In einem Erlenmeyer-Kolbchen werden 0.9893 2. aller- 
instes, bei 100° getrocknetes Arsentrioxyd (zur Analyse) mit | g Natrium- 

hydroxyd und etwa 20 cem Wasser auf dem Dampfbad erwirmt, bis sich 
Las Arsentrioxyd gelést hat. Die Loésung kommt in den Literkolben und 
wird hier mit dem Sptilwasser auf etwa 500 cem verdiinnt. Zuletzt werden 
1 den Kolben 2 cem konz. Schwefelséure gegeben. Nachdem die Lésung 
den Warmegrad des Arbeitsraumes angenommen hat, wird auf L000 cem 
verdiinnt.** 

6. Jodlésung: 0,053 g gepulvertes Jod werden in leemn Natronlauge 

velést und die Lésung mit dest. Wasser auf 1000 cem verdiinnt. 

7. Tetrachlormethan. Es darf nur ein reinstes Priparat angewendet 

werden. 

8. 10° ige Salzsdaure. 


Giang der Bestimmung. 

1 bis 2cem des Blutes werden durch den Trichter ,b° in’ das 
SattigungsgefaB (Abb. 2) eingefiihrt, der Benetzungsriickstand mit 3 bis 
4cem destilliertem Wasser hineingewaschen und_ schlieBlich zur 
Vermeidung des Schaumens 2 Tropfen Octylalkohol zugesetzt. 
Rohr ,.d‘‘ des GefaBes wird mit der Waschvorrichtung verbunden, der 
7-Hahn in die Richtung des CO-Entwicklers gestellt und die CO-Ent- 
wicklung in Gang gesetzt. Man Ja48t ungefahr 1 Minute lang einen 
lebhaften CO-Strom durch das Blut streichen; dies geniigt vollstandig 
zur Sattigung des Blutes. Nun wird der 7'-Hahn in die Richtung des 
Stickstoffgasometers umgestellt und 5 Minuten lang ein lebhafter Stick- 
stoffstrom durch das System geleitet. Nach Ablauf der fiinften Minute 
wird der Gasstrom abgestellt und das Rohr ,,c** des Sattigungsgefabes 
mittels eines Stiickchen Vakuumschlauches mit dem Rohr ,,c* des 
SammelgefaBes (Abb. 3) verbunden. Letzteres wird vor dem Ankuppeln 
vollstandig mit destilliertem Wasser gefiillt. Sind die zwei GefaBe mit- 
einander verbunden, 6ffnet man die Hahne ,,c** und ,,a@°* des Sammel- 
gefaBes und laBt in das SattigungsgefaB durch dessen Trichter ,,b° 
10 cem destilliertes Wasser und darauffolgend 0,5 com Kaliumferricyanid- 
lésung einflieBen; ein Lufteintritt mu selbstredend sorgfaltigst ver- 
mieden werden. Nun liBt man durch Rohr ,,d“ in langsamen Strom 
Stickstoff streichen, um das durch das Kaliumferricyanid in Freiheit 
gesetzte Kohlenoxyd aus dem SattigungsgefaB in das SammelgefaB zu 
iiberfiihren. Das einstr6mende Gas verdrangt aus dem Sammelgefab 
allmahlich das Wasser; man stelle den Gasstrom so ein, da das Aus- 
tropfen des Wassers ungefahr 4 bis 5 Minuten in Anspruch nimmt. Man 
laBt iibrigens das Wasser nicht ganzlich ausflieBen, sondern nur soweit, 
daB noch ungefaéhr 10 cem im GefaB zuriickbleiben. Ist dieser Zustand 


' Zeitschr. f. anal. Chem. 97, 18, 1934. 
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g geschlosse l 


erreicht, so werden die Hahne bei ,,a“‘ und ,,c*‘ gleichzeiti 
und das GefaB abgekuppelt. 

Durch den Hahn bei ,,a‘“‘ saugt man mit Hilfe eines Schlauch: 
die noch zuriickgebliebene Wassermenge heraus (Hahn bei ,,** und , 
bleibe unterdessen geschlossen!), und achtet sorgfaltig darauf, daB kei: 
Gasverlust entstehe. Durch diese Operation entsteht im GefaB ei: 
schwaches Vakuum, so da} jetzt die Kinfiihrung von 10 cem Pallado 
chloridlésung durch den Trichter ,,b ohne Schwierigkeit und Gas 
verlust erfolgen kann. Man schiittelt das von der AuBenluft verschlossene 
GefaB einigemal und ]aBt es 2 Stunden stehen. Wahrend des Stehens 
wird das SchiitteIn noch einigemal wiederholt, damit die GefaBwand mit 
frischer Reagenslésung benetzt wird. Nach Ablauf der 2 Stunden ist dir 

teaktion beendet und es kann mit der Bestimmung des ausgeschiedenen 
Palladiums begonnen werden. Zu diesem Zweck fiihrt man durch den 
Trichter ,,b‘ der Reihe nach 2 cem Tetrachlormethan, 2,00 cem 0,02 n 
Kaliumbromatlésung, 5 cem 10° ,ige Salzsaure und 1 cem Jodlésung in 
das GefaiB ein. Man schiittelt das Reaktionsgemisch so lange, bis sich 
der Palladiumniederschlag vollstandig gelést hat. Jetzt wird die Fliissig- 
keit durch den Hahn bei ,,a“‘ in einen MeBzylinder mit eingeschliffenem 
Stopfen von 25 cem Inhalt abgelassen und das SammelgeféB zweimal mit 
je 2 bis 3cem destilliertem Wasser nachgespiilt. 

Die Ermittlung des Bromiiberschusses erfolgt nun auf folgende 
Weise: Das Reaktionsgemisch wird tropfenweise so lange mit der 
Arsenitlésung versetzt, bis sich nach starkem Aufschiitteln das am Boden 
des Zylinders angesammelte Tetrachlormethan eben schwach rosa 
angefarbt hat. Dieser Endpunkt der Titration kann sehr scharf erfabt 
werden, da die anfanglich gelbe Farbe des Tetrachlormethans mit der 
stufenweisen Abnahme des Bromgehalts immer mehr verblaBbt und 
spater ganz verschwindet. Erst nach dieser vollkommenen Entfarbung 
tritt dann — durch weiteren Zusatz der MeBlésung plétzlich die 
Losafarbung auf. 

Die ‘iterstellung der Lésungen erfolgt durch einen Blindversuch., 
den man auf folgende Weise ausfiihrt: Man beschickt den MeBzylinder 
mit l0cem Palladochloridlésung, 5cem 10° ige Salzsiure, 2 ecem 
Tetrachlormethan, 2,00 ccm 0,02 n Kaliumbromatlésung und 1 ccm 
Jodlésung und J4Bt in das Gemisch aus der MeBbiirette vorerst 1,8 ccm 
0,02 n Arsenitlésung traufeln. Man schiittelt stark und versetzt tropfen- 
weise mit der Arsenitlésung und schiittelt nach jedem hinzugefiigten 
Tropfen stark um. Der Aquivalenzpunkt kann auf diese Weise sehi 
genau beobachtet werden. Bis zur Rosafaérbung des Tetrachlormethans 


werden gewohnlich 1,90 — 0,05 cem Arsenitlésung verbraucht. 


Die Berechnung beruht auf folgenden Zusammenhangen: 1 ccm 
0,02 n Kaliumbromatlésung = 0,224 cem CO (0° C, 760 mm); 1,34 ccm 
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('O (0° C, 760 mm) 1 g Hamoglobin. Der Hamoglobingehalt laBt sich 
emnach mit Hilfe folgender Formel berechnen: Hamoglobin in 100 cem 


(a — b). 22.4 ; 
Blut , wenn zur Bestimmung | cem Blut herangezogen 


1,34 
wurde. Hier bedeuten: ,,a‘‘ die verbrauchte Kubikzentimeterzahl der 
\rsenitlésung beim Blindversuch, ,,b‘‘ die verbrauchte Kubikzentimeter- 
zahl an Arsenitlésung bei der eigentlichen Bestimmung. 

In der Tabelle I haben wir einige Resultate angefiihrt, die die 
Zuverlassigkeit und Genauigkeit unserer Methode beweisen. In 
Tabelle II haben wir die Resultate unserer Methode mit den Resultaten 
der gasometrischen Methode von van Slyke und Hiller! verglichen. Wie 
ersichtlich, stimmen die Resultate miteinander sehr gut iiberein. 


Tabelle IL. 





Himoglobin in 


2 cem Blut 


1 


2 


Tabelle Il. 





Himoglobin in ‘ 


1ach van Slyke mafanalytisch 
12,20 12,28 


11.43 11,36 


Zusammenfassung. 


Zur Haimoglobinbestimmung wird eine Methode empfohlen, welche 
auf einer titrimetrischen Bestimmung der Kohlenoxydkapazitaét des 


Blutes beruht. 


1 J. of. biol. Chem. 78, 807, 1928. 











Die Bedeutung der Phosphorsiureester fiir den Ablauf und di 
Steuerung der Blutglykolyse. 
Il. Mitteilung: 

Zerfall des Hexosemonophosphats im himolysierten Blut nach Phospho- 
rylierung in einer mit der Dephosphorylierung der Adenosintriphosphor- 
siiure gekoppelten Reaktion. 

Von 
Zacharias Dische. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Einge qangen am 18, Juli 1935. ) 


In der vorangehenden Mitteilung! wurde berichtet, daB nach Zusatz 
sowohl des Neuberg- als des Embden- Esters zu himolysierten gewaschenen 
Erythrocyten des Menschen bei Kérpertemperatur ein sehr rascher 
Zerfall des Hexosemonophosphats stattfindet. Dieser Zerfall kommt 
nach kurzer Zeit zum Stillstand. Als Zerfallsprodukt konnte Triose 
phosphat nachgewiesen werden. Es entstand die Frage, ob die Mono- 
phosphorsaureester direkt zerfallen, wobei ein Molekiil des Zucker 
esters in je ein Molekiil Trioseester und Triose zerfiele oder ob vorher 
eine Phosphorylierung des Zuckeresters zum Diphosphat stattfinde. Um 
diese Frage zu entscheiden, wurde bei den damaligen Versuchen die 
Menge des zerfallenden Zuckeresters mit der Menge des aus ihm ent 
standenen ‘Trioseesters  verglichen. Die letztere wurde dabei aus 
der im Trichloressigsaurefiltrat des Bluthimolysats nach Zerfall 
des Hexoseesters festgestellten Zunahme des durch 20 Minuten Kochen 
in normaler Salzsaure abgespaltenen P berechnet. Bei diesem Ver 
gleich stellte sich heraus, daB die so berechnete Menge des Trioseesters 
nur etwa halb so groB war als es der Fall hatte sein miissen, wenn pro 
Molekiil zerfallenden Zuckeresters 2 Molekiile Trioseesters entstanden 
waren. Daraus schloB der Verfasser, daB das Hexosemonophosphat je zu 
einem Molekiil Trioseester und Triose zerfalle. Dieser SchluB war aber 
nur dann zwingend, wenn nicht gleichzeitig beim Zerfall des Mono 


phosphats andere im Bluthimolysat befindliche Phosphorsiureestet 


dephosphoryliert worden waren, vor allem die Adenosintriphosphor 
siure (ATR.). Nach dem damaligen Stande unseres Wissens war nicht 
anzunehmen, daB in den kurz dauernden Versuchen, in denen das 
Hamolysat zum Teil nicht linger als 3 Minuten bei 40° verweilte, eine 
so erhebliche Dephosphorylierung der ATR. hatte stattfinden kénnen. 


' Z, Dische, diese Zeitschr. 274, 51, 1934. 
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Inzwischen hat der Verfasser selbst in einer Reihe von Versuchen 
ichweisen kénnen, daB die Phosphorylierung des Zuckers in intakten 
iten Blutkérperchen nicht auf Kosten des anorganischen P, sondern 

iuf Kosten anderer organischer Phosphorsaureester erfolgte, wobei 
mindestens die Halfte des mit dem Zucker veresterten P von der ATR. 
uf die Glykose iibertragen wurde!. Meyerhof und Lohmann* gaben 
chon 1931 in einer vorlaufigen Mitteilung ganz allgemein an, dab sie 
die Ubertragung des P von der ATR. auf den Zucker im Muskelextrakt 
heobachtet hatten. Nahere Einzelheiten wurden seit dieser Zeit von den 
Autoren nicht mitgeteilt. Neuerdings nahmen Parnas® und seine Mit- 
arbeiter an, daB die Phosphorylierung des Glykogens im Muskel durch 
(bertragung des Phosphors von der ATR. auf dasselbe erfolge. Es 
erschien unter diesen Umstanden denkbar, das die in der ersten Mit- 
teilung enthaltenen Versuche tiber den Zerfall des Monophosphats im 
Hamolysat anders gedeutet werden kiénnten. Und zwar konnte die nach 
Zerfall des Zuckeresters in Himolysat durch Kochen mit Salzsiure ab- 
spaltbare Menge des Phosphors zu klein erschienen sein, weil die Phos- 


phorvlierung des Zuckeresters mit einer Dephosphorylierung der ATR. ge- 


koppelt ist und so die Zunahme des nach Saurehydrolyse abgespaltenen 
Phosphors im esterhaltigen Hamolysat um den Betrag kleiner erscheint, 
der der Menge der de phos phor ylic rten ATR. entspricht. Um diesen 
Sachverhalt zu klaren, geniigte es einerseits, den leicht abspaltbaren 
Phosphor im Hamolysat vor und nach Zerfall des Zuckeresters, ander- 
seits den gebildeten 'Trioseester und eventuell Hexosediphosphorsaure- 
ester auf einem anderen Wege zu bestimmen. Da die Hydrolyse- 
geschwindigkeiten, sowohl des Triosediphosphorsaureesters als des 
Hexosediphosphats, bekannt sind, konnte auf diese Weise sofort eine 
etwaige Dephosphorylierung der ATR. festgestellt werden. 


Die Versuche zeigten, daB der Zerfall der Hexosemonophosphor- 
siureester tatsachlich unter gleichzeitig vor sich gehender Dephosphory- 
lierung der ATR. vor sich ging. Es konnte aber nur fiir zwei Drittel des 
mit dem Hexosemonophosphat veresterten P nachgewiesen werden, dab 
er aus der ATR. stammt. Ob dies darauf zuriickzufiihren ist, daB gleich- 
zeitig mit der Dephosphorylierung der ATR. ihre Resynthese teilweise 
stattfindet, oder ob noch andere schwerer hydrolysierbare Ester baw. 
andere Monophosphatmolekiile ihren P auf den Hexoseester iibertragen, 
konnte noch nicht festgestellt werden. Die Versuchsbedingungen 
kénnen so gewaihlt werden, daB fast der gesamte leicht abspaltbare 
Phosphor des Hamolvysats beim Zerfall des Monophosphats verschwindet. 


1 Z. Dische, diese Zeitschr. 274, 59, 1934. 2 O. Meyerhof u. K. Loh 
mann, Naturwiss. 19, 26, 575, 1931. 3 J. K. Parnas, Ostern u. Mann, 
diese Zeitschr. 272, 64, 1934; 275, 74, 1935. 
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I. Nachweis der Ubertragung der Phosphorsiure von der ATR. auf den Hexose- 
monophosphorsiureester. 


Methodisches. 


Alle Versuche wurden an glicosefrei gewaschenen Erythrocyten des 
Menschen angesetzt. Die Himolysate wurden im allgemeinen so_her- 
gestellt, da 2 Teile der Erythrocytensuspension, die auf 4° im Eisschrank 
vorgekiihlt wurde, mit 2 bzw. 2'/, Teilen der Lésung des betreffenden Hexose 
esters in destilliertem Wasser, die ebenfalls die Temperatur von 4° hatte, 
vermischt und etwa 15 Minuten in dem Wasserbad von 4° bis zum Ein 
treten der Himolyse gehalten wurde. Dabei wurden 80 bis 90 °, der Erythr 
ceyten himolysiert. Gleichzeitig wurde eine zweite Probe mit der gleichen 
Menge dest. Wassers versetzt. In einigen Versuchen, in denen eine méglichst 
hohe Konzentration des Ferments bzw. des Hamolysats erwiinscht war, 
muBte die Himolyse auf einem anderen Wege ausgefiihrt werden. Es wurde 
die méglichst konzentrierte Erythrocytensuspension, in der die Konzentra 
tion der Kérperchen 2- bis 2!/,mal so groB war als in ungewaschenem Blute, 
mit Ather versetzt, und nachdem nach 15 Minuten Aufenthalt bei 4° die 
Hamolyse eingetreten war, der Ather durch Versenken wihrend 12 Minuten 
in ein Wasserbad von 40° unter sténdigem Schiitteln der Suspension bis 
auf einen geringen Rest abgedunstet. Durch Kontrollversuche wurde fest 
gestellt, daB durch das Verweilen durch 12 Minuten mit oder ohne Athe1 
zusatz der Zerfall des Hexosemonophosphats, der nach der Vorbehandlung 
zugesetzt wurde, kaum beeinfluBt wurde, denn in den vorbebriiteten Hamo- 
lysaten war die Menge des gebildeten Trioseesters und des zerfallenden 
Hexoseesters um héchstens 10°, geringer als in den Proben, denen der 
Hexoscester ohne vorheriges Vorbebriiten sofort zugesetzt worden war. Um 
nun die Ubertragung der Phosphorsaure von der ATR. auf den Hexose 
monophosphorsaureester im Erythrocytenhamolysat nachzuweisen, wurde 
folgendermaBen vorgegangen. Die mit Hexosemonophosphat versetzten 
Himolysatproben wurden mit einer gleichen Anzahl anderer mit destilliertem 
Wasser versetzten Proben in ein Wasserbad von 40° eingetaucht und jeweils 
nach einer bestimmten Zeit je eine esterhaltige und eine esterfreie Probe 
gleichzeitig in das Wasserbad von 4° riickiibertragen und nach Abkiihluny 
mit einer entsprechenden Menge Trichloressigsiure enteiweibt. 


In jeder Probe wurde nun bestimmt: 1. der unmittelbar bestimmbare P, 
2. der Triose-P, 3. der leicht abspaltbare P und 4. der nach 30 Minuten 
langer Hydrolyse abgespaltene P. Die Bestimmung des Phosphors erfolgte 
nach der Methode von Kuttner und Cohen'. Die Bestimmung der Triose-? 
erfolgte nach dem von Meyerhof und Lohmann* angegebenem Verfahren, 
das auf der Eigenschaft der Triosephosphorsdureester beruht, durch normale 
Lauge bei Zimmertemperatur nach 10 bis 11 Minuten den gesamten Phospho: 
unter Bildung von Milchséure abzuspalten. Es wurde demnach zu */, cem 
1/,cem 10°%ige Natronlauge hinzugefiigt. 
15 Minuten bei Zimmertemperatur stehengelassen und dann die Lau 
durch '/, cem einer 2!/, n HCI neutralisiert. Zu einer zweiten Probe desselbe: 
Filtrats wurde zuerst die Saure und unmittelbar daran die entsprechende 
Menge Lauge hinzugefiigt, so daB in dieser Probe keine Abspaltung des 


des Trichloressigsaurefiltrats 


Triosephosphats erfolgte. 


1 T. Kuttner u. Cohen, J. of biol. Chem. 75, 517, 1927. 
hof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 89, 1934. 
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Die Himolysate, denen kein Hexoseester hinzugefiigt worden war, 
enthielten meistens ebenfalls geringe Mengen durch Alkali abspaltbaren 
Phosphors. Dieser wurde von dem im esterhaltigen Haimolysat gefundenen 
Wert abgezogen. Nachdem auf diese Weise die Menge des Trioseesters 
hestimmt war, konnte aus den zwei anderen Daten, namlich dem nach 

und 30 Minuten in n HCl bei 100° abgespalteten P, sowohl die Menge 
ler ATR., wie die Menge des etwa gebildeten Hexosediphosphats aus den 


a | 
ekannten Hydrolysekonstanten dieser Phosphorsaéureester, wie ohne weiteres 


ersichtlich, berechnet werden, wenn noch die Menge des nicht umgewandelten 
Hexosemonophosphats bestimmt wurde. Bei der letzteren muBte der wegen 
ler verschiedenen Hydrolysierbarkeit sowohl die Ketose- wie die Aldose- 
komponente gesondert bestimmt werden. Letzteres geschah nach der vom 
Verfasser angegebenen schon in der ersten Mitteilung ausfiihrlich ge- 
schilderten kolorimetrischen Methode, und zwar wurde 1. die Gesamtmenge 
der im Haimolysat nach Zerfall des Monophosphats befindlichen Ketoseester 
nach dem Diphenylaminsalzsiureverfahren! und die Gesamtmenge der ver- 
liebenen Hexoseester nach dem Indolschwefelséiureverfahren nach Dische- 
Popper? bestimmt. Als Standard wurde eine Lésung des zum Himolysat zu- 
gefiigten Esters benutzt, dessen Konzentration der Anfangskonzentration des- 
selben im Hamolysat gleich war. Da die Intensitat der beiden Farbreaktionen 
bei aquivalenten Mengen des Newberg- und Harden-Young-Esters gleich ist, so 
ergibt die Differenz der nach beiden Methoden im Trichloressigsaurefiltrat 
gefundenen Werte, dividiert durch den Farbindex der Aldosekomponente 
des Hexosemonophosphats, die Konzentration der letzteren. Der Farbindex 
bedeutet das Verhaltnis der Farbintensitat der Aldosekomponenten zur 
Farbintensitat einer aquivalenten Menge des als Standard benutzten Esters. 
Bei der Ausftthrung sowohl der Diphenylamin- wie der Indolschwefelsdure- 
methode wurde gegeniiber der in der ersten Mitteilung angegebenen V organgs- 
weise insofern eine wichtige Verbesserung eingefiihrt, als der storende 
Einflu&8 des Trioseesters durch Zerst6érung desselben mit Kalilauge beseitigt 
wurde. Dadurch wurde erreicht, daB die Farbqualitat in den Trichloressig- 
sdurefiltraten derjenigen in der Standardlésung fast vollstandig gleich war. 
Die Zerst6rung des Trioseesters geschah in der Weise, daB die betreffenden 
Filtrate zuerst mit achtfach normalem KOH so versetzt wurden, da} die 
Alkalitat 0,3 n war und die Lauge nach einer halben Stunde mit konzen- 
trierter HCl neutralisiert wurde. Bei Neuberg-Esterlésungen tritt durch 
diese Alkalibehandlung eine Abschwachung der Farbreaktion um etwa 
10°, ein. Bei anderen Estern ist die Behandlung ohne EinfluB. 

Da die Fallungsversuche nach Emden-Jost ergaben, daB beim Zerfall 
des Hexosemonophosphats freie Fructose in erfaBbarer Menge nicht gebildet 
wird, ergibt die im Trichloressigsdurefiltrat festgestellte Gesamtkonzentra- 
tion der Ketosen die Gesamtkonzentration der Ketoseester. Zusammen mit 
den fiir die einzelnen Phosphorfraktionen festgestellten Werten kann man 
nach Lohmann die Konzentration sowohl des Mono- wie des Hexosediesters 
feststellen. Dabei mu aber noch der Vorbehalt gemacht werden, da® dies 
streng genommen nur dann mdglich ist, wenn die zugefiigten Monoester 
auBer der Ketose-Aldoseumlagerung keine anderen Strukturainderungen er- 
fahren, die mit einer Anderung ihrer Hydrolysierbarkeit verbunden sind. 
Wie weiter unten ausgefiihrt werden wird, haben wir allen Grund anzu- 
nehmen, daS8 solche Umlagerungen stattfinden, so daS die fiir Hexose- 


1 Z. Dische, Mikrochemie 1, 1, 1929. 2 Dische u. Popper, diese 
Zeitschr. 175, 371, 1927. 
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diphosphat ermittelten Werte nur bedingt verlaBlich sind. Nach de 
jetzigen Stande unserer Methoden bestand keine Méglichkeit, diese Wes 
sicher zu ermitteln. 

Versuchsergebnisse. 

Es mute festgestellt werden, ob der Zerfall des Hexosemono 
phosphats, der unter gleichzeitiger Dephosphorylierung der ATR. vor 
sich geht, so stattfindet, daB die ATR. thren Phosphor auf den Hexos 
ester tibertrdgt und das entstandene Diphosphat nachtraglich in 2 Mol:- 
kiile Trioseester zerfallt, oder ob zuerst ein Zerfall des Hexoseesters in 
I Molekiil Trioseester und 1 Molekil Triose vor sich geht und erst di 
Triose den Phosphor von der ATR. iibernimmt. Zu diesem Zweck wurde 
gepriift, ob der Glycerinaldehyd unter den Versuchsbedingungen, unte1 
denen die Hexosemonoester zerfallen, tiberhaupt merklich in den ent 
sprechenden Trioseester iibergeht (das Dioxyaceton wird, wie in der ersten 
Mitteilung schon beschrieben, auch in langdauernden Versuchen von 
Erythrocyten nicht verestert). Nun konnte auf Zusatz von Glycerin. 
aldehyd zu Hamolysaten in einer Konzentration 0,007 bis 0,020°, nach 
6 Minuten Aufenthalt im Wasserbad von 40° keine Bildung von durch 
Alkali abspaltbarem Phosphor festgestellt werden. Obwohl es méglich 
ware, das der bei Zerfall des Hexosemonophosphats entstehend: 
Glycerinaldehyd im statu nascendi sich anders verhalt, so erscheint doch 
eine solche Annahme praktisch bedeutungslos, und wir nehmen an, dai 
die Phosphorylierung an dem intakten Molekiil des Hexoseesters vor 
sich geht. 

Dementsprechend konnte in den Hamolysaten, in denen der Zerfal! 
des Hexosemonophosphats stattgefunden hat, keine freie Triose fest- 
gestellt werden. Der Nachweis der letzteren wurde auf folgende Weise 
versucht. Zu je einer Hamolysatprobe wurden aquivalente Mengen des 
Neuberg- bzw. Harden- Young-Esters hinzugefiigt und nach Zerfall de 
Ester im Wasserbade von 40° einerseits deren Gehalt an Trioseester nach 
der Methode von Meyerhof und Lohmann, andererseits die Gesamt 
konzentration der freien und gebundenen Triose nach der «-Methy|- 
Indol-Methode von Dische und Robbins! bestimmt. Das Verhaltnis 
dieser beiden Werte war in mehreren Versuchen praktisch gleich. Wenn 
sich also freie Triose beim Zerfall des Monophosphats gebildet hatte, so 
miiBte sie nach Veresterung sofort weiter umgewandelt worden sein 
Darnach miibte die Menge des zerfallenen Zuckeresters stets mindestens 
zweimal so grof sein wie die Menge des noch vorhandenen Triose- 
phosphats. In kurzdauernden Versuchen ist das aber nicht der Fall 


DaB die Phosphorylierung des Monoesters unter Ubertragung des 
Phosphors von der ATR. erfolgt, ergibt sich nun aus den in der Tabelle | 


1 Z, Dische u. S.S. Robbins, diese Zeitschr. 271, 304, 1934. 
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isammengestellten Versuchsresultaten. Die Bedeutung der einzelnen 
Zahlen ergibt sich aus den Aufschriften in der Tabelle. Hier sei nur auf 
dic Bedeutung der Kolonne VII hingewiesen. Die Zahlen dieser Kolonne 
wurden so errechnet, daB zu dem leicht abspaltbaren Phosphor des ester- 
freien Hamolysats derjenige des P hinzuaddiert worden ist, der nach 
7 Minuten Hydrolyse aus dem vorhandenen und bekannten ‘Triose- 
phosphat abgespalten worden ist. Ginge die Phosphorylierung des 
Hexosemonoesters ohne gleichzeitigen Zerfall der AT R. vor sich, so miibte 
dieser Wert. kleiner sein als der im esterhaltigen Hamolysat tatsdchlich 
qefundene, denn im esterhaltigen Hamolysat ist ja noch ein Teil des 
Monophosphats in Diphosphat iibergegangen, wie die Zahlen der Ko- 
lonne LX zeigen. Das letztere ist viel leichter spaltbar als das erstere. 
Die Zahlen der Kolonne VII sind nun ohne Ausnahme nicht kleiner, 
sondern zum ‘Teil sehr betrachtlich grdfer als die Zahlen der Kolonne VI, 
d. h., der tatsdchlich im esterhaltigen Hamolysat in 7 Minuten abge- 
spaltene P ist wesentlich geringer als er hatte sein miissen, wenn im 
esterhaltigen Hamolysat keine tiber das MaB der im esterfreien Ha- 
molysat stattfindenden Dephosphorylierung der ATR. vor sich ginge. 


Somit erscheint eine vielleicht nur energetische Kopplung zwischen 
der Phosphorylierung des Hexosemonophosphats und einer Dephosphory- 
lierung der ATR. erwiesen. Es blieb noch die Frage zu priifen, in 
welcher stéchiometrischen Beziehung die beiden Prozesse zueinander 
stehen. Die Schwierigkeit einer Entscheidung der Frage liegt darin, dab 
hier der Zerfall und die Resynthese der ATR. im Hamolysat gleichzeitig 
vor sich gehen kénnte. Enthalt doch das Blut stets eine gewisse, wenn 
auch geringe Menge Phosphagen, das nach Lohmann seine Phosphor- 
saure auf die Adenylsdure tibertragt. 


Folgende Beobachtung fiihrte indessen zu einer Klarung der Frage. 
Wie aus der Kolonne V der Tabelle I zu ersehen ist, findet beim Zerfall 


des Hexosemonoesters im Hamolysat stets eine zum Teil betrachtliche 


Verminderung des unmittelbar bestimmbaren P statt, wie der Vergleich 
mit esterfreiem Hamolysat erga). Kontrollversuche zeigten, dab beim 
Zerfall des Harden- Young-Esters dies niemals der Fall ist. Man kénnte 
daran denken, daB es sich hier um eine direkte Veresterung des an- 
organischen Phosphats an den Hexoseester handelt. Dies erscheint 
aber deswegen unwahrscheinlich, weil kein irgendwie festes Verhaltnis 
zwischen der Menge des verschwundenen unmittelbar bestimmbaren P 
und dem zerfallenen Monoester festzustellen ist. Es war also anzu- 
nehmen, daB diese Verminderung des unmittelbar bestimmbaren Phos- 
phors auf der Lohmannschen Reaktion beruhte. Tatsachlich zeigten 
Versuche, daB Zusatz von Adenylsaure zum Hamolysat eine betrachtliche 
Verminderung des unmittelbar bestimmbaren P herbeifiihrt. Dieser 
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EinfluB der Adenylsaure ist ebenso groB im esterfreien Hamolysat, w 
im esterhaltigen. Auf die Phosphorylierung und den Zerfall des Hexos 
monoesters ist dagegen die Adenylsaure ohne EinfluB. 

Macht man nun die Annahme, daB die in esterhaltigen Haémolysat: 
stattfindende Verminderung des unmittelbar bestimmbaren P auf des 


Ubertragung des Phosphors vom Phosphagen auf die stets neu ent 


stehende Adenylsiure beruht, so ergibt sich mit einem Schlage ei 
ziemlich konstantes Verhaltnis zwischen der Menge der dephosphor 
lierten ATR. und der Menge des phosphorylierten Hexoseesters. Divs 
kann auf folgende Weise gezeigt werden. Im esterhaltigen Hamolysat 
muBte, wenn keine gleichzeitige Dephosphorylierung der ATR. statt 
finde, stets eine betrachtliche Zunahme des nach 7 Minuten Hydrolys: 
vorhandenen anorganischen P gegeniiber dem esterfreien festzustelle: 
sein, denn es geht ja das Hexosemonophosphat in das viel leichter 
hydrolysierbare Hexosediphosphat und das Triosephosphat tiber. Dic 
im esterhaltigen Hamolysat stattfindende Verminderung des unmittelba1 
bestimmbaren P, die sonst in entgegengesetzter Richtung wirken miibte. 
ist in Wirklichkeit ohne Einflup im 7-Minuten-Hydrolysat, da ja der auf 
diese Weise verschwundene unmittelbar bestimmbare P nach unserer 
Annahme zur Bildung der ATR. verwendet worden ist und so nach 
7 Minuten Hydrolyse wieder frei geworden ist. Vergleicht man nun den 
Gehalt an anorganischem P im esterhaltigen und esterfreien Hamolysat- 
filtrat nach 7 Minuten langer Hydrolyse, so zeigt sich, wie aus det 
Tabelle I] klar hervorgeht, daB in den meisten Fallen dieser Wert im 
esterhaltigen Hamolysat kleiner oder gleich ist dem Wert im esterfreien 
Hamolysat. Die Schwankungen in entgegengesetzter Richtung sind so 
klein, daB sie innerhalb der Fehlergrenzen der Methoden fallen. Ein 
solches Resultat zeigt, daB die Menge des bei Zerfall des Monophosphats 
aus der ATR. abgespaltenen P ungefahr so groB ist, wie die Menge des 
nach 7 Minuten Hydrolyse aus dem entstehenden Hexosediphosphat und 
Triosephosphat abgespaltenen P. Ein genauer Vergleich dieser beiden 
Werte konnte in unseren Versuchen deswegen nicht durchgefiihrt werden, 
weil die fiir das Hexosediphosphat nach der Hydrolysemethode er 
haltenen Werte mit einer erheblichen Unsicherheit behaftet sind, da sic 
durch Subtraktion zweier im Verhaltnis zu ihnen groBer Werte e: 
rechnet sind. Folgendes ergibt sich indessen mit geniigender Sicherheit 
Die Halfte des gesamten im Hexosediphosphat und Triosephosphat 
enthaltenen Phosphors ist durch ("bertragung desselben auf das Hexose 
monophosphat aus anderen Estern verestert. Da nach 7 Minuten 
Hydrolyse in n HCl aus dem Hexosediphosphat 30°, aus dem 'Triose 
phosphat 36°, abgespalten werden, so kénnen wir in erster Annaherung 
ohne groBen Fehler annehmen, daB aus beiden Verbindungen in 7 Mi 
nuten etwa 1/, ihres gesamten Phosphors abgespalten werden. Dieses 
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Drittel des gesamten Phosphors bedeutet nun ?/, des auf das Hexose- 

onophosphat von den gesamten Estern tibertragenen Phosphors. 
ieser Wert ist aber, wie wir aus der Tabelle IT ersehen haben, der Menge 
des aus der ATR. beim Zerfall des Hexosemonophosphats abgespaltenen 
P gleich. Wir kénnen demnach annehmen, daB mindestens ?/, des zur 
Phosphorylierung des Hexosemonophosphats benétigten P von der ATR. 
stammt. Es ware natiirlich méglich, daB der gesamte auf das Mono- 
phosphat ibertragene P von der ATR. stammt und diese Tatsache nur 
dadurch verdeckt ist, daB gleichzeitig aus schwerer hydrolysierbaren 


Estern eine Ubertragung des Phosphors auf die Adenylsaure stattfindet, 


wobei die Geschwindigkeit der Resynthese der ATR. etwa halb so grobB 
ware wie ihr Zerfall. Man miiBte hier vor allem an die von Parnas und 
seinen Mitarbeitern! in letzter Zeit beschriebene Ubertragung der 
Phosphorsaure von der Phosphobrenztraubensaure auf die Adenylsdure 
im Muskel denken. Tatsachlich findet nach Zerfall des Hexosemono- 
phosphats im Haémolysat zum Teil noch eine weitere Umwandlung des 
Trioseesters statt, die zu schwer hydrolysierbaren Estern fiihrt. Nach 
dieser Richtung werden die Versuche fortgesetzt werden. Als zweite Quelle 
fir das restierende !/, des auf das Monophosphat iibertragenen Phosphors 
kamen noch die nicht zerfallenen Hexosemonophosphatmolekile, und 
zwar kénnte man zunachst annehmen, daf durch die Phosphatase aus 
dem Monophosphat anorganische Phosphorsaure abgespalten wird, die 
sich dann an andere Hexosemonophosphatmolekille anlagert. Ent- 
sprechende Versuche, auf die hier nicht naher eingegangen werden soll, 
zeigten aber, daB im Hamolysat durch die Phosphatase keineswegs so 
groBe Mengen anorganischer Phosphorséure aus dem Hexosemono- 
phosphat abgespalten werden kénnen. Denn in diesem Falle muBte ja die 


Tabelle II. Vergleich des P nach 7 Minuten Hydrolyse in n HCl] 
bei 100° im esterhaltigen und esterfreien Hamolysat. 





Zusatz Zusatz 


Ver- _ Ver- 
suchs- Ohne suchs- Ohne 
dauer Embden- Neuberg- Zusatz dauer Embden- Neuberg- Zusatz 
Ester Ester Ester Ester 
Min. Min. 


Datum Datum 


pm et CLD) 
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1 J. K. Parnas, Ostern u. Mann, diese Zeitschr. 272, 64, 1934. 
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Menge des nach dieser Abspaltung im Hamolysat gefundenen frei 
Zuckers mit der Dauer der Versuche wachsen, da ja die Phosphatase « 
Blutes manchmal stundenlang wirksam ist. Dies ist jedoch nicht der Fa 
Es bestunde nun noch die Méglichkeit, da die Dephosphorylierung eines 
Teils des Hexosemonophosphats in gekoppelter Reaktion mit dem Ze1 
fall eines anderen Teils steht, wie das urspriinglich Meyerhof in alter 
Arbeiten angenommen hat. Nur mibte das Verhaltnis des dephosphor 
lierten und des insgesamt phosphorylierten Hexosemonophosphats nich, 
wie 1:1, sondern wie 1:3 sein, indem ?/, des an das Monophosphat 
veresterten Phosphors von der ATR. stammt. Die Untersuchung diese: 


Frage muB spateren Untersuchungen tiberlassen werden, 


II. Die Abhingigkeit des Zerfalls des Hexosemonophosphats von der 
Konzentration des Esters und der Zeitdauer des Versuchs. 


Wie schon in der friiheren Mitteilung angegeben worden ist, kommt 
der Zerfall des Hexosemonophosphats nach kurzer Zeit zum Stillstand 
(siehe z. B. Versuch 12 und 13 der Tabelle I). Dabei ist aber, wie eit 
Blick auf Tabelle I, Kolonne IX, Jehrt, auch in 18-Minuten-Versuchen 
nur ein Teil des Hexosemonophosphats in Triose- und Harden- Young 
Ester iibergegangen, ein Teil bleibt zuriick, obwohl nach dieser Zeit di: 
teaktion zu Ende ist. Es handelt sich aber nicht um ein echtes Gleich 
gewicht zwischen Hexosemonophosphat und Diphosphat, denn an einem 
solechen miiBbte auch die ATR. und Adenylsaure teilnehmen. Die 1 
héhung der Konzentration der letzteren miiBte also das Gleichgewicht 
nach der Seite des Monophosphats verschieben. Die Versuche, in denen 
dem Hamolysat neben dem Newberg-Ester eine solche Menge Adeny! 
siure hinzugefiihrt worden ist, die 20mal gréBer war als der im Haimolysat 
enthaltenen ATR. entsprach, war ohne jeden EinfluB auf die Menge des 
aus dem Monophosphat gebildeten Triosephosphats sowie die Meng 
des verschwundenen Zuckers. Offenbar handelt es sich also bei diesem 
Stillstand des Esterzerfalls nach einer gewissen Zeit nur um ein so 
starkes Sinken der Reaktionsgeschwindigkeit, daB die Verainderunge: 
der Konzentration des Triosephosphats in der Reaktionszeit in di 
Fehlergrenzen der angewendeten Bestimmungsmethoden fallen, denn 


bei der Phosphorylierung und nachtraglich folgendem Zerfall des Zucker 


esters sinkt ja sowohl die Konzentration der A7'R., wie auch diejenig 
des Zuckeresters selbst. Die erstere diirfte nur von einem geringeren En 
fluB auf die Geschwindigkeit der Phosphorylierung sein, wie man darat> 
schlieBen kann, daB in den in Tabelle I verzeichneten Versuchen, 
denen bei gering:r Konzentration des Hamolysats eine geringe A? 
fangskonzentration des Esters hinzukam, ein fast vollstaéndiges Ve: 
schwinden der ATR. festzustellen ist. Um so gréBer ist der EinfluB di: 
Esterkonzentration. Dies zeigen die in Tabelle III zusammengestellt: 
Versuche. In diesen schwankte die Konzentration des Esters in dd 
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nzelnen Versuchen zwischen 7), und 30 bzw. 20 und 80 mg-°,, Ester, 

id es ergibt sich nun, daB, je gréBer die Konzentration des Esters, um so 
viBer die Konzentration des im Hamolysat gefundenen Triosephos- 
phats. Eine genaue Proportionalitat der beiden Werte war allerdings 
nicht immer festzustellen. In manchen Versuchen sank die Konzentration 
des Trioseesters stairker als diejenige des Hexoseesters, in anderen etwas 
weniger stark. Ein sehr deutlicher EinfluB war aber stets festzustellen. 
DaB die geringere Konzentration des Triosephosphats bei geringerer 
Anfangskonzentration des Hexoseesters nicht etwa auf einen rascheren 
Zertall des ersteren infolge Wegfall einer hemmenden Einwirkung des 
letzteren zurickzuftihren sei, ergaben Kontrollversuche. bei denen 
gleichzeitig auch die Menge des verschwundenen Zuckers gemessen 
worden ist. Diese schwankte mit der Anfangskonzentration des Esters 
in demselben Sinne wie das 'Triosephosphat. 


Ill. Verhalten der beiden TeilkKomponenten des Gleichgewichtsesters bei 
Zerfall desselben. 

Setzt man zum Hamolysat den Neuberg-Ester zu, so geht bei der 
Korpertemperatur neben dem Zerfall des Esters noch eine Umlagerung 
desselben vor sich, indem aus dem Ketoseester ein Aldoseester gebildet 
wird. Daneben findet aber noch die Bildung eines Fructosemono- 
phosphats statt, das von dem urspriinglich im Newberg- Ester enthaltenen 
verschieden sein muB, und vielleicht mit dem von Robison aus dem 
Robison- Ester isolierten zweiten Fructosemonophosphorsaureester 
identisch ist!. Der Verfasser konnte namlich mit Hilfe einer neuen, von 
ihm zusammen mit L. Selzer ausgearbeiteten Methode zeigen, dab sich 
das im Hamolysat aus dem Neuberg-Ester bildende Gemisch von Hexose- 
estern in bezug auf seine Alkaliempfindlichkeit von einem entsprechenden 
Gemisch des HKmbden, Neuberg und Harden- Young-Esters voéllig ver- 
schieden verhalt (Naheres in einer nachfolgenden Mitteilung). Be- 
stimmt man nun mit Hilfe der Diphenylamin- und Indolmethode in det 
oben angegebenen Weise die Menge der Aldose- und Ketosekomponent 
im esterhaltigen Hamolysat, so zeigt sich folgendes. Beim Neuwberg- 
Ester sinkt die Diphenylaminreaktion bei héherer Anfangskonzentration 
des Esters (100 mg-°,, als Hexose berechnet) stdrker ab als die Indol- 
reaktion. Es ist also stets nach dem Zerfall etwas Aldoseester vorhanden. 
Bei verdiinnten Lésungen (30 mg-%,) ist das aber nur im 5-Minuten- 
Versuch der Fall. Nach 18 Minuten langem Aufenthalt bei 40° sind nun 
in der Regel bei geringer Anfangskonzentration des Esters (Versuche 1 

; Uber den wechselseitigen Ubergang von Neube rq- und Pobison-Ester 
ineinander, sowie uber die Entstehung von Hexosediphosphat aus beiden 
Monophosphaten unter dem EinfluS von tierischen und pflanzlichen Enzymen, 
haben schon Neuberq u. Leibowitz (diese Zeitschr. 187, 481, 1927; 191, 450, 
456, 1927) berichtet. 
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bis 6 der Tabelle 1) nur ganz geringe Mengen des Aldoseesters vorhand: 
obwohl noch immer die Gesamtmenge des Ketoseesters 40 bis 50°, de1 
Anfangsmenge betragt, und die Hydrolysekurven nach Lohmann zeigt 
dab neben dem Prosphat noch eine erheltliche Menge vo. Hexos 
monophosphat vorhanden sein mub. Es bildet sich also in dies 
Hamolysaten nicht der Gleichgewichtsester, der von Embden und vo 
Lohmann aus den Muskel- und anderen Organsaften isoliert worden ist 

Wahrend nun beim Zusatz des Neuberg-Esters zum Hamolysat | 
genugender Verdtinnung des Esters die Indol- und die Diphenylami: 
reaktion fast gleichen Schritt halten (was schon in der ersten Mitteilunyg 
festgestellt worden ist), nimmt im Embden-Ester-haltigen Hadmolysat di 
Indoschwefelsaiurereaktion bei Aufenthalt im Wasserbad von 40° seln 
stark ab, die Diphenylaminreaktion bleibt nach 3 Minuten Versuchs 
dauer entweder gleich oder steigt etwas an. Letzteres ist in erheblichem 
Mae stets der Fall bei den 15-Minuten-Versuchen. Dieser Anstieg de1 
Diphenylaminreaktion beruht offenbar zum Teil auf der Bildung von 
Diphosphat. Zum Teil aber muB auch hier der oben erwahnte zweite 
Fructosemonophosphorsaureester entstehen. Diese beiden Ester nehmen 
am Gleichgewicht mit der Aldosekomponente offenbar nicht teil. 

Vergleicht man nun 2 Proben des gleichen Haimolysats, von denen 
die eine mit Neuberg-Ester versetzt worden ist, die andere mit aqui 
valenter Menge des Embden-Esters (in dem die Konzentration der 
Fructosekomponente nur 30°% betragt) in bezug auf die Menge des 
entstehenden ‘Triosephosphats und die Verteilung der Aldose- und 
Ketosekomponente des nach Zerfall noch verbleibenden Monophosphats, 
so zeigt sich folgendes. In den Versuchen 2 bis 4 der Tabelle I zeigte sich 
nach 3 Minuten eine etwas starkere Bildung von Triosephosphat im 
Embden-Hamolysat. Nach 6 Minuten war dieser Unterschied aus- 
geglichen. Bei Versuchen 9 bis 11, in denen sowohl die Ferment- wie die 
Esterkonzentrationen gréBer waren als in den Versuchen 2 bis 4, war um- 
gekehrt nach 3 Minuten etwas mehr Trioseester nach Newberg als nach 
Embden-Ester-Zusatz. Demnach hat sich aus beiden Estern im groben 
und ganzen eine gleiche Menge von Triosephosphat gebildet, da ja dic 
Unterschiede nur gering sind. Die Diphenylaminreaktion war dagegen 
in allen Versuchen auch nach 18 Minuten im Neuberg-Ester-Haimolysat 
gréBer als im Embden-Ester-Hamolysat. Und da die Menge des Harden- 
Young-Esters bei gleicher Konzentration des Triosemonophosphats 
ebenfalls gleich sein muB (sofern sich in beiden Fallen der gleiche 'Triose- 
ester bildet), so folgt daraus, daB wenigstens in den Versuchen 2 bis 4 
die Konzentration des Fructosemonophosphats im Neuberg-Este1 
Hamolysat stets auch bei Versuchsende gréBer war als im Embden 
Ester-Haimolysat. 

Das Verhalten der Indolreaktion zeigt, daB umgekehrt die Aldose 


komponente des Monophosphats im Embden-Ester-Hamolysat gréBer 
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fabelle Il]. Einflu8 der Monoesterkonzentration auf die Ge 
schwindigkeit seiner Phosphorylierung. 





Anfangs- 
Konzentra- 
tion des Dauer des Triose-P 
Datum Esters im Versuchs bei Versuchs- Anmerkungen 
Himolysat ende in mg- 
in mg-‘ 
Hexose Min 


12 0,90 1 Teil Erythroeyten - Suspensior 
18 1.00 2 Teile » + 1 Teil Neude 
: Esterlisung 
1S 0.60 
24 1,07 
24 0.62 


1S 1.38 3 Teile Suspension + 6 Teile 
15 
18 0,20 
30 1,10 
30 0,63 


30 0.34 


18 299 2 Teile Suspension mit Ather hamo 
I 
s 


0.73 + 1 Teil Esterlisung 


2 lysiert 1 Teil Ester nach vor- 
- herigem Verdunsten des Athers 


10. 1V. é 15 1,00 Wie im Versuch vom 28. ITI. 
18 0,49 


Alle Proben wurden mit !/y) ihres Volumen n Nalk-Losung versetzt. 


1S 


war. Daraus folgt, daB die Geschwindigkeit des Zuckerzerfalls sich nicht 
mit der Konzentration der einzelnen T'eilkomponenten des Monoesters 
gleichsinnig andert, sondern nur, wie die Versuche der Tabelle III 
zeigen, mit der Gesamtkonzentration des Esters. Diese Tatsache er- 
scheint deswegen von Wichtigkeit, weil die starke Abnahme der Phos- 
phorylierungsgeschwindigkeit des Monophosphats mit seiner Konzen- 
tration Zweifel entstehen lassen kénnte, ob das Monophosphat beim 
normalen Zuckerabbau in der Zelle, bei dem dieser zum Teil in ver- 
schwindender Konzentration auftritt, tuberhaupt als Zwischenstufe 
aufgefaBbt werden kann, da ja bei so geringer Konzentration seine 
Phosphorylierungsgeschwindigkeit auBerst klein sein miBte. Die 
Tatsache, da die Phosphorylierungsgeschwindigkeit nicht mit der 
Konzentration der T'eilkomponenten, sondern nur in der Gesamtkonzen- 
tration des Monoesters schwankt, erlaubt nun eine Erklirung fiir dieses 
scheinbare Dilemma. Denn diese Tatsache kann man sich kaum anders 
erklaren, als da an der Phosphorylierung beide Teilkomponenten 
teilnehmen. Da nun aber in diesem Falle zwei verschiedene Phosphor- 
saureester entstehen muBten, wir aber nur den Harden- Young-Ester 
kennen, so erscheint es plausibel, anzunel:men, daf die eine Teilkompo- 
nente nur in der Form an der Phosphorylierung teilnimmt, daB die aus 
ihr im Gleichgewicht stets neu entstehenden Molekiile der anderen Teil- 
komponente mit weit gréBerer Geschwindigkeit phosphoryliert werden, 
als diese andere Teilkomponente im stabilen Zustand. Die Phosphory- 
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lierungsgeschwindigkeit des Gleichgewichtsesters besteht demnacii a 
-wet Faktorea. Aus der geringeren Phosphoryvlierungsgeschwindigkeit 
stabilen Form einer Teilkomponente und der weit gréBeren Geschwindig 
keit dieser Teilkomponente in statu nascendi. Da die Menge der letzter: 
im allgemeinen um so gréBer sein wird, je gréBer die Menge der Tei 
komponente, aus der sie entsteht, so haben wir im Embden-Ester-Hdmol ysut 
mehr Fructosemonophos phatmolekiile in statu nascendi, im Neuberg-Este 
Himolysat mehr stabile Fructosemono phos phatmolekiile. Die Summe cd 
Phosphorylierungsgeschwindigkeiten der beiden Molekiilarten ist 
beiden Hamolysaten offenbar ungefahr gleich. 

Da beim normalen Zuckerabbau in der Zelle der entstehende Mon 
ester stets im statu nascendi ist, so brauchen wir nur anzunehmen, da 
er mit der phosphorylierbaren Teilkomponente identisch ist, um di 
oben erwahnte Schwierigkeit zu beseitigen. Die Annahme eines. bi 
sonders aktiven Esters als Zwischenstufe beim Zuckerabbau erscheint 
entbehrlich. 

Zusammentassung und Diskussion. 

Aus den oben mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB dem Zerfa! 
des Hexose-monophosphor-saureesters eine Phosphorylierung desselbe: 
vorangeht, wobei mindestens *), der veresterten Phosphorsaure dure! 
Ubertragung derselben von der Adenosintriphosphorsiéure auf der 
Zuckerester erfolgt. Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, daB die gesamé 
mit dem Zucker veresterte Phosphorséure von der ATR. stammt. Diese 
Tatbestand kénnte dadurch verdeckt werden, da gleichzeitig mit der 
Dephosphorylierung der ATR. eine teilweise Resynthese derselbe 
stattfindet. Auf alle Falle wird aber die gesamte mit dem Hexosemono 
phosphat veresterte Phosphorsaure von anderen Phosphorsaureestert 
geliefert. Die Geschwindigkeit dieses Umesterungsprozesses ist um s 
kleiner, je geringer die Konzentration des Zuckeresters ist. Da nun de1 
Embden-Ester mit ungefahr der gleichen Geschwindigkeit phosphoryliert 
wird wie der Neuberg-Ester, so muB die Aldosekomponente des Gleic! 
gewichtsesters ebenso an der Phosphorylierung teilnehmen, wie di 


Ketosekomponente. Da wir aber nur einen Di-phosphorsaureester 


kennen und es unwahrscheinlich ist, daB ein Aldose-di-phosphorsaur 

ester auftritt, so ist anzunehmen, da die Aldosekomponente nur in de 
Weise an der Phosphorylierung teilnimmt, daB ein Teil derselben standig 
den Ketose-mono-phosphorsaure-ester im statu nascendi liefert, der mit 
weit gréBerer Geschwindigkeit phosphoryliert wird, als der fertig 

Ketose-phosphorsaureester. 

Es ergab sich in den hier mitgeteilten Versuchen kein Anhalt 
punkt fiir den direkten Zerfall des Hexosemonophosphats in 1 Moleku 
Trioseester und | Molekiil Triose, wie das der Verfasser in einer voran 
gehenden Mitteilung angenommen hat. Die im Verhaltnis zur Menge di 
zerfallenden Zuckers zu geringe Zunahme des in 20 Minuten in n H¢ 
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wespaltenen P erklart sich durch die gleichzeitige Dephosphorvlierung 
r ATR. und das beim Zerfall des Neuberg-Esters auftretende Uber 
iegen der Ketosekomponente gegeniiber dem Gleichgewichtsester 
inn nicht durch einen rascheren Zerfall der Aldosekomponente, sondern 
ie spater mitzuteilende Versuche zeigen. durch einen irreversiblen 
mlagerungsprozeB des Fruetosemonophosphats des Neuberg- und 
mbden-Esters in einen anderen  Fructosemonophosphorsiureester, 
ielleicht den von Robinson beschriebenen Fructo-pyranose-mono 
hosphorsaureester erklart werden. Es bliebe jetzt noch die Frage zu 
intersuchen, ob auch die Veresterung des Zuckers zum Monoeste) 
ebenfalls durch Uhertragung der Phosphorsadure von anderen Phosphor- 
iureestern oder durch Veresterung anorganischn Phosphats vor sich 
geht. Kuler und Mitarbeiter nahmen auf Grund von Versuchen an 
Trockenhefe an, daB fiir die Bildung des Hexosemonophosphorsaure- 
esters kem Co-Ferment nétig sei. Versuche des Verfassers an gewasche- 
nen roten Blutkérperchen, die in glucosehaltiger isot NaHCO, 
Losung 24 Stunden im Eisschrank gestanden sind, zeigten indessen, dal 
nur ein geringer Bruchteil des dabei entstandenen Zuckeresters dureh 
Veresterung mit freier Phosphorsaure sich biidet und da nur die gesamte 
sofort bestimmbare Phosphorsaure dabei ermittelt wurde, ist es méglich, 


daB es sich auch bei diesem Bruchteil nicht um Veresterung von an- 


organischem Phosphat, sondern méglicherweise um die Ubertragung det 


Phosphagenphosphorsaure auf die Adenylsaure und von der entstandenen 
ATR. auf die Glucose handelt. Zur Entscheidung dieser Frage sind 
jetzt Versuche im Gange. 

Der Nachweis, daB die Phosphorylierung des Hexose-mono-phos- 
phorsaureesters durch Ubhertragung der Phosphorsaure yon der ATR. 
und anderen Estern erfolgt. erscheint von Wichtigkeit fiir die Kenntnis des 
Zusammenhangs der einzelnen Teilprozesse der Glykolyse untereinandet 
Denn wenn in der Anfangsphase der Glykolyse eine Chertragung det 
Phosphorséure von der ATR. auf den Zucker stattfindet, so mu’ im 
spateren Verlauf derselben umgekehrt eine Rephosphorylierung det 
gebildeten Adenylséure zu ATR. erfolgen. Parnas! und seine Mit 
arbeiter haben gezeigt. dab im Muskel tatsachlich sowohl die beim 
Zerfall des Hexose-di-phosphats auftretende Phosphoglycerinsaéure, wie 
die Phosphorbrenztraubensaure eine Phosphorylierung der Adenylsaure 
zu ATR. durch Ubertragung ihrer Phosphorsiure auf die erstere be 
wirken. Diese Umesterung der Phosphorbrenztraubenséure ist im 
Muskelextrakt inzwischen von Meyerhof und Lehmann ebenfalls be 
schrieben worden. Der Verfasser hat vor einiger Zeit gezeigt?, dab 


daneben noch ein zweiter Mechanismus der Rephosphorvlierung det 
} | 


Parnas, Ostern u. Mann, a. a. O. Z. Dische, Naturwiss. 22. 
1934. Vorlaufige Mittei!ung 
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Adenylsaure vorhanden ist, und zwar wird sowohl in intakten Erythr 
eyten wie im hamolysierten Blut der Abbau des Hexosediphosphats 
in Anwesenheit von m/20 NaF durch Zusatz von Brenztraubensaure sta1 
beschleunigt, wobei gleichzeitig eine Vermehrung des leicht abspaltbaren P 
und Verminderung des unmittelbar bestimmbaren P  stattfindet. Brenz 
traubensaure geht dabei in Milchsaéure tiber. Die veresterte Phosphor 
siure ist ungefahr der aus Brenztraubensaure gebildeten Milchsaure 
aquivalent. Dieser OxydoreduktionsprozeB zwischen Brenztraubensaur 
und Hexosediphosphat bzw. Triosephosphat, der mit der Resynthes: 
der ATR. gekoppelt ist, geht viel rascher vor sich, als die Oxydoreduktion 
zwischen den Trioseestermolekiilen. Inzwischen hat der Verfasse1 
zusammen mit L. Selzer! den Nachweis erbringen kénnen, daB auch 
im zerkleinerten Rattenmuskel Zusatz von Brenztraubensaure eine stark: 
Beschleunigung des Abbaus des unter NaF-Wirkung aus dem Lacta- 
cidogen gebildeten Harden- Young-Esters bewirkt. Dabei bildet sich aus 
Brenztraubensaure im fluoridvergifteten Muskelbrei Milchsaure. 

In welcher Beziehung die beiden Mechanismen der Rephosphory- 
lierung der Adenylsdure zueinander stehen, muB Gegenstand weiterer 
Untersuchung sein. 

Seit den Untersuchungen von Harden und Young ist es be 
kannt, daB bei der Garung im HefepreBsaft die Menge der gebildeten 
Kohlensaure der Menge der veresterten Phosphorsaiure aquivalent 
ist. Die letztere erscheint als Mono- oder Diphosphorséureester 
Dies wurde bisher so gedeutet, daB die Phosphorylierung des Zuckers 
mit einer Zerfallsreaktion desselben gekopp lt ist. Die hier mitge- 
teilten Versuche lassen aber die Annahme plausibel erscheinen, dati 
in Wirklichkeit eine Kopplung zwischen gewissen Teilprozessen det 
Garung und einer Veresterung der anorganischen Phosphorsdure mit der 
sich bei der Phosphorylierung des Zuckers aus ATR. bildenden Aden y/- 
Sdure besteht. Dies wiirde erklaren, warum im phosphathaltigen Hefe 
preBsaft die veresterte Phosphorséure zum Teil als Hexosemono-, zum 
Teil als Diphosphat in sehr wechselndem Verhaltnis erscheint, und dic 


Aquivalenz nur zwischen der gebildeten Kohlenséure und der ver- 
esterten anorganischen Phosphorséure, ohne Riicksicht in welcher Form 


sie nach Veresterung erscheint, besteht. 

Bei der Slut- und vielleicht auch Muskelglykolyse wire demnach 
die Rephosphorylierung der Adenylsiure mit der Oxydoreduktion 
zwischen Brenztraubensdure und Trioseester gekoppelt. Fir die He/e- 
garung dagegen miuBte dieselbe Rolle die Oxydoreduktion zwischer 
Acetaldehyd und Trioseester spielen. Die Frage, inwieweit diese An 
nahme zutrifft, wird jetzt in unserem Laboratorium angegangen. 


' Wird demniachst erscheinen. 
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| ntersuchungen iiber die Aktivierung des proteolytischen Enzymogen- 
systems des Ventrikels, 
Von 
Rich. Ege und Jens Obel. 
(Eingegangen am 1. Juni 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


In zwei friiheren Arbeiten (1) (2) tiber die Aktivierung der proteo- 
lytischen Enzyme des Ventrikels wurde die Aktivierung des Enzymogens 
fiir einen Extrakt des vierten Kalbermagens und fiir den Schweinemagen 
untersucht. 

Zur quantitativen Bestimmung der Aktivitat diente die koagu- 
lierende Wirkung der Extrakte auf Milch bei einem px von etwa 5. 
Vom Schweinemagen 
vurde ein unbehandelter 
Extrakt in 20° iger 
NaCl-Lésung  benutzt. 

Vom  Kalbermagen 

wurde ein Extrakt von 
schwach alkalischer Re- 
aktion hergestellt und 
hierdurch eine Destruk- 


> 


tion erzeugt, die vor- 
zugsweise die Pepsin- 
aktivitat betraf. 

Wenn das Verhalt- 


nis von Pepsin- und 


log. Aktiverungsgeschwindigke:! — 
tee : 


Chymosin- A ktivitat! in 


‘rmour- Pepsin (Bestim- — <3 Ventrihel. Ochs 
, ” 


” ? 


mung der Aktivitat nach 
der friiher beschriebenen 
Methode) gleich 1 ge- 
setzt wird, so findet man 
Abb. 1. 
dieses Verhaltnis in den 
Schweinemagenextrakten und recht angenahert auch im kristallinischen 
Pepsin wieder. In dem unbehandelten Extrakt vom 4. Ventrikel eines 
ialbes (kein neugeborenes Kalb) liegen die Werte fiir dieses Verhaltnis 


Wie in den friheren Arbeiten wurde die Pepsinaktivitat auch hier 
mit Hilfe einer Edestinl6sung nach der von Fuld und Ege angegebenen 
Methode bestimmt (3). Wenn man nicht die Enzymogenmenge als solche zu 
hbestimmen wiinseht, wurde wie in den friiheren Arbeiten — immer ge- 
sorgt, daB eine Total-Aktivierung erzielt wurde. 
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(Pepsin: Chymosin () etwa bei 0.3 bis 0.5, dagegen sind sie bei d 
zu alkalischer Reaktion gebrachten Extrakten bis 0.1 verschob: 
Dies besagt also, daB hier ein Praparat mit wberwiegender Chymosi 
aktivitat vorliegt 

Den alteren und den neueren Untersuchungen nach zu urteil 
ist eine Fraktionierung des proteolytischen Systems des Schweir 
magens nicht modglich im Gegensatz zu dem Verhaltnis beim Ka 
| Hammarsten (4)]. Da nun Pepsin- und Chymosinaktivitét in alli 
Versuchen parallel verlaufen, glauben wir zu der Annahme berechtigt 
zu sein, bei diesem Tiere, bei dem die Aktivitaét der beiden Ferment 
so innig verkniipft ist, die Chymosinaktivitat als Ausdruck fiir de) 
Pepsininhalt der Probe zu benutzen. Pepsin- und Chymosinaktivitit 
zeigen selbst dann ein entsprechendes Verhalten, wenn das Praparat 
einer ausgesprochen destruktiv wirkenden Behandlung  ausgesetzt 
worden ist. Wenn man auch davon ausgeht, daB dieses Verhalten de 
\ktivitat durch ein und denselben Stoff hervorgerufen wird, beste) 
natiirlich trotzdem die Méglichkeit, daB, z. B. bei der stark sauren 
Reaktion, allein das Proenzymsystem der proteolytischen und nicht 
das der Labaktivitat aktiviert werden kann. Es wiirde daher voi 
groBem Interesse sein, die Untersuchungen tuber die Enzymoge: 
aktivierung, die mittels Bestimmungen der Labaktivitét ausgefiihrt 
sind, mit den friiheren Versuchen iiber die Propepsinaktivierung, di 
als Ma die Feststellung der verschiedenen Alkaliresistenz von Pepsi 
und Propepsin benutzten, zu vergleichen. Diesen beiden Kriteric: 
nach zu urteilen, ist die Aktivierung von gleichen Bedingungen ab 
hangig und verlauft wenigstens in groben Ziigen parallel. Dieses Ver 
halten ist sicher nicht ohne Bedeutung und verdiente eine nahere Unter 
suchung. Bisher sind aber leider die Angaben iiber die Aktivieruny 
des ,,Propepsins’*, die durch Bestimmung der verschiedenen Resistenz 
des Enzymogens und Enzyms bei alkalischer Reaktion bestimmt wurd: 
fiir einen in Einzelheiten gehenden Vergleich nicht ausreichend. 1 
schwerend ist auBerdem, daB eine Messung der Aktivierung des Pro 


pepsins bei schwach saurer Reaktion durch Untersuchung der Pepsi: 


proteolyse, der einzigen direkten Methode, unméglich ist. 


Wie von S. P. L. Sérensen, Holter und Bent Andersen (5) hervorgehol« 
kann es einen AnlaB zu Mibverhaltnissen geben, wenn man (so wie wil 
gemacht haben) die Chymosinaktivitétsbestimmungen zur Messung \ 
..Pepsin®’ wie auch ,,Chymosin* benutzt. 


Wenn aber Versuche vorliegen, die zeigen, da8 ein unverschiebba: 
Verhaltnis zwischen Pepsin- und Chymosinaktivitat der Probe beste! 
dann ist es nach unserer Auffassung berechtigt, eine Chymosinakttvita! 
untersuchung als Ma® fir die Pepsinmenge zu benutzen. Da dies bei Extr 
ten vom Schweinemagen der Fall ist [wie von Wichaelis und Rothstein 
gezeigt ist], haben wir uns in unserer ersten Arbeit, wo wir mit Schwei 
magenextrakten arbeiteten, fiir berechtigt gehalten, von einer Aktivier 
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Propepsins zu sprechen, trotzdem sie mit Hilfe von Chymosin- 
ctivitatsmessungen durehgefiihrt wurde. 

In der zweiten Ver6ffentlchung (2) ist mit Kalbsmagenextrakt (aus 

m vierten Ventrikel bereitet) gearbeitet worden. Hier ist u. a. dureh die 
ntersuchung von Hammarsten gezeigt worden, da das Verhaltnis zwischen 
I Pepsin und Chymosinaktivitat sich verschieben laBbt, em Umstand, der 
h am besten dureh lie Anwesenheit: zweier besonderer Enzyme erklaren 
it. 

Bei der besonderen Behandlung. die wir angewandt haben (Extraktion 
ei schwach alkalischer Reaktion) gelang es uns, ein Praparat mit ausge 
ragter Chymosinaktivitat zu gewinnen. Unser Ausgangspunkt war der: 
Beim Stehenlassen bei alkalischer Reaktion findet im Kalbsmagenextrakt 
eine Zunahme des Verhaltnisses Pepsin:Chymosin statt. Was wir als 
eine Destruktion des tuberwiegend (oder ausschlieBlich) Pepsinaktivitiat 


esitzenden Enzyms deuten. Es ware daher modglich, dali sich dieselbe 


Verschiebung erreichen lieBe, selbst wenn man mit einem Enzymogen 
system und nicht mit den aktiven Enzymen zu tun hatte, selbst wenn im 
ilgemeinen behauptet wird, dai Propepsin bei py 8,3 bestandig ist, gilt 
dies nur im Vergleich mit dem sehr labilen aktiven Enzym, wobei es sich nicht 
im eine absolute Stabilitat handelt. 

Inwieweit das ,,Propepsin®: im Kalbsmagenextrakt bei der schwach 
alkalischen Reaktion leichter als ,,Pro-Chymosin‘* destruiert wird, haben 
wir nicht naher untersucht, da wir auf alle Falle unseren Zweck, einen Extrakt 
mit einem Pepsin: Chymosinverhaltnis von ungefahr 0,1 herzustellen, er 
reichten. 

In formaler Hinsicht wird man daher kaum dagegen etwas einwenden 
kénnen, dai wir in der letzten Arbeit (2) von der Aktivierung des .,Pro 
chymosins** sprachen, da die Untersuchung als Chymosin-Aktivierungs 
bestimmungen ausgefiihrt sind. 

Tatsachlich halten wir dieses fiir berechtigt, weil wir mit einem Kalbs 
magenextrakt gearbeitet haben, wo es, wie erwahnt, entweder intolge des 
Alters des Kalbes (Holter und Bent Andersen) oder bei der besonderen Extrak 
tion oder durch eine einseitige Destruktion gelang, ein Praparat zu ge- 
winnen, das nach Totalaktivierung eine weit tiberwiegende Chymosin- 
aktivitat zeigt. 

Auf der anderen Seite sind wir uns dariiber klar, dali wir in dem 
letztgenannten System nicht mit einem einzelnen Enzymogen zu tun gehabt 
haben. Doch meinen wir, daB8 die weit groBte Menge aus einem spezifischen 
Chymosinogen bestanden hat. 


Neuere Untersuchungen von Holter und Bent Andersen (7) haben 
ferner gezeigt, dab im Extrakt des Kalbermagens eine Mischung der 
beiden Enzyme vorhanden ist. Bei Erwarmung oder Stehenlassen bei 
saurer Reaktion und in Abhangigkeit von dem Alter des Kalbes, ver 
schiebt sich das Verhaltnis von Pepsin- zur Chymosinaktivitat. Man 
kann daher annehmen, daB die Anderung dieses Verhaltnisses, wie sie 
bei basischer Reaktion auftritt, ein Ausdruck fiir das Vorhandensein 
eines uneinheitlichen Systems ist und dab die Destruktion vorzugs- 
weise die eine Komponente herabsetzt. 

Die Untersuchung der Aktivierungsgeschwindigkeit ergab einen 
merkbaren Unterschied der beiden Enzymogenpraparate. Fur den 


unbehandelten, bei annadhernd neutraler Reaktion gewonnenen Schweine- 
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magenextrakt ging die Aktivierung am schnellsten vor sich, wahre: 
sie fir den Extrakt eines Kalbermagens von schwach basischer R: 
aktion langere Zeit in Anspruch genommen hat. 

Die von Aleiner und Tauber (8) festgestellte, grundsatzliche Ve: 
schiedenheit im Verhalten der Aktivierung der beiden  Praparat 
konnten wir dagegen nicht bestatigen, und wir haben friiher dara 
hingewiesen (9), daB~ médglicherweise auch bei anderen Praparate 
bei denen eine Fraktionierung von Pepsin: Chymosin nicht durchfithrba: 
ist, entsprechende Verschiedenheiten auftreten kénnen, die aber mit 
dem verschiedenen Verhalten des Pepsins-Chymosinquotienten der 


beiden untersuchten Systeme keine unmittelbare Verbindung zu haben 
brauchen. Daher haben wir an einer Reihe von Systemen, bei denen 


das Verhaltnis Pepsin: Chymosin bekannt ist, auf; neue Bestimmunge: 
der Aktivierungsgeschwindigkeit durehgefiihrt und als Mab die bi 
stimmung der Chymosinaktivierung benutzt. So wurde durch Chymosin 
aktivitatsbestimmungen die Aktivierungsgeschwindigkeit fiir das Enz\ 
mogen beim Hund, Menschen, Schwein, bei der Kuh (3. und 4. Magen 
und beim Dorsch untersucht. Am Extrakt vom vierten Magen der Kul 
wurden die Messungen auch nach experimenteller Herabsetzung de1 
Pepsinaktivitét (durch Alkali) vorgenommen. 


Versuche. 
Aktivierung des Enzymogens vom Hund. 

Im Extrakt des Hundemagens findet sich nach der Aktivierung 
eine im Vergleich zur Chymosinaktivitét sehr kraftige Pepsinaktivitat 
( ist beim jungen und beim erwachsenen Hund dasselbe. Eine Fraktio 
nierung war nicht mdglich [Holter und Bent Andersen (6)|. Unser 
Versuche wurden mit einem von einem erwachsenen Hund gewonnene! 
Praparat ausgefiihrt. Das Verhaltnis Pepsin: Chymosin wurde fiir dieses 
Praparat nicht bestimmt, liegt aber nach anderen Versuchen bei etwa 
6 [Ege und Obel (10)}. 

26 ¢ Schleimhaut werden 2 Tage mit 100 cem Pufferl6sung extrahi 
(15 cem sekundires Phosphat 35 ccm primires Phosphat 50 cem H,O 
Der erhaltene Extrakt ist nach der Aktivierung besonders wirksam. 0,2 cer 
hiervon werden zu 20 cem der verschiedenen Pufferlésungen gezeben. A 
Versuche wurden bei einer Temperatur von 20° C ausgefiihrt. Im folgencd 
ist ein Versuch (bei Pu 1,4) als Beispiel wiedergegeben : 





Zeit nach Vermischung 2cem bedingen Gerinnung 
von Enzympraparat und von Milch-Acetatmischung 
Pufferlésung nach 


Chymosineinheiten 
in 9) der ‘Totalaktivitit 


0,5 Min. . Min. 
92 = A 

145 

175 

Std. 


4 
Ss 
2 


2 
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Durch Extrapolation wurde gefunden, dab die Menge des pra- 
rmierten Enzyms 18°, betragt. (Dabei wurde das Hauptgewicht 
f Versuche mit langsamer Aktivierung gelegt.) Als MaB fiir die 
ctivierung wird die zur halben Aktivierung notwendige Zeit bestimmt 
dem hier angefiihrten Versuch bedeutet dies eine Bestimmung det 
it bis zur Aktivitat von 59°, der CGesamtaktivitat. Dieser Grad 
r Aktivierung wird hier in 110 Sekunden erreicht. Von den Anfangs 
verten bis auf etwa 75 bis 90°, der Aktivierung verlauft diese angenahert 


radlinig. Die absoluten Enzymmengen waren sehr groB. Die Lab- 


iktivitat entspricht pro g Schleimhaut, etwa 100 mg Armour-Pepsin, 


und die Pepsinaktivitat ist etwa 6- bis 8mal so groB. Die Gesamt- 
ergebnisse der Versuche sind in der Ubersichtstabelle (S. 270) zu- 


sammengestellt. 


Aktivierung des Enz {/MOGENS vom Venschen. 


Extrakt aus menschlicher Magenschleimhaut. (Keine Erkrankung des 
Magens.) 20g Schleimhaut werden mit 80 ¢cm Phosphatpufterl6sung (zu 
vleichen Teilen primares und sekundares Phosphat) extrahiert. Die Extrak 
tionszeit ist bei etwa 6°C 1 Tag. Die Aktivitat wurde durch Autbewahrung 
auf ein Drittel der friiheren Aktivitat herabgesetzt. 


Aktivierung des Enzymogens vom Schweinemagen. 


Extrakt der Schleimhaut vom Schweinemagen. Nur die rotbraunen 
Teile wurden zur Herstellung des Extraktes verwendet. Die Extrahierung 
erfolgt mit gleichen Teilen primaren und sekundaéren Phosphats. Die 
Menge des praformierten Enzyms betragt nur 5‘ 


Aktivie rung des Enzymogens vom Ochsenmoadqen. 


Extrakt vom dritten Magen des Ochsen (ausgewachsenes Tier). 50g 
Schleimhaut werden mit 25 cem primaren und 25 cem sekundiren Phosphats 
extrahiert. Von diesem Extrakt werden 2,5 cem mit 10 cem H,O verdiinnt. 
lcem der verdiinnten L6sung wird zu 20 cem Pufferl6sung gegeben. Das 
Verhaltnis von Pepsin zu Chymosin wurde fiir dieses Praparat zu 1.0 ge 
funden. Die absoluten Pepsin- bzw. Chymosinmengen, die gewonnen 
wurden, sind ziemlich groB und entsprechen 32 mg Armour-Pepsin pro 
Schleimhaut. Die Menge des praformierten Chymosins betragt 15°, det 
Gesamtaktivitat. 

Extrakt vom vierten Magen des Ochsen (das gleiche Tier wie zuvor). 25 ¢ 
Schleimhaut wurden mit 15 cem primaren und 35 cem sekundaren Phosphats 
extrahiert. Von dem Extrakt werden 2 cem zu 40 cem Pufferl6sung gegeben. 
Hiervon werden 2cem zur Bestimmung entnommen. © (Pepsin: Chymosin 


0,4. 

Die erhaltenen Enzymmengen sind im Vergleich zu den im dritten 
Magen vorgefundenen Mengen gering und entsprechen fiir Pepsin 0,7 mg 
Armour-Pepsin, fiir Labferment 1,9 mg Armour-Pepsin pro g Schleimhaut 

Die Menge des pratormierten Chymosins betragt 25 ' der Gasamt- 
iktivitat. 
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Extrakt von getrocknetem Kdlbermagen. 1g getrockneter Magen werden 


50 cem Puftferldsung extraliert. Extraktionszeit: 1 Stunde. 





Zusamme! 


yccm primares + 15 cem 
| 


sekundares Phe sphat 
cem sekundiares Phosphat 


Borat a. 2 ecm NaQH 


} 


Wahrend wir friher fiir saure Extrakte oder fiir Extrakte, die 
mit reinem Wasser aus getrocknetem Kalbermagen (4. Magen) gewonnen 
waren, einen Wert fiir Y von etwa 0,25 bis 0,4 gefunden haben, liegt der 
Quotient in allen hier vorliegenden Versuchen bedeutend niedriger. 
Es war aber nicht méglich, durch starkere Alkalisierung das Verhaltnis 
noch weiter zu verschieben. Da der Quotient schon so niedrig ist, 
kann wohl nur das praformierte Enzym zerstért werden. Daher wurden 
hier nur Aktivierungsversuche mit einem Borat-NaOQH-Extrakt vor- 
genommen. 

Extrakt aus der Magen- und Ocesophagusschleimhaut vom Dorsch. 20g 
der Schleimhaut wurden mit 50cem Phosphatl6sung (35 ccm primarem 
ind 15 cem sekundirem Phosphat) extrahiert. Der Extrakt enthalt 2,0 Lab- 


einheiten (davon sind nur 3°, in aktivierter Form vorhanden). Die pro g 
gewonnene Labmenge entspricht 7 mg Armour-Pepsin. Bei langerer Extrak- 
tion wird eine groBere Menge gewonnen (23 mg). 

In diesen Versuchen wurde das Verhaltnis Pepsin zu Chymosin 
nicht bestimmt, da aus anderen Versuchen bekannt war, dak der 
Quotient fiir Fische (Dorsch und Makrele) sehr niedrig ist und unter 0,1 
liegt (10). Dieser Befund steht vielleicht in Zusammenhang mit der 
latsache, da} das Reaktionsoptimum des Pepsins der Fische bei der 
schwach sauren Reaktion liegt, die zur Messung der Pepsinaktivitat 
hier verwendet wird. Dagegen sei erwahnt, dab die verwendeten 


Extrakte eine nicht geringe Labaktivitaét besaBen. 





tund, 

Mensc} 

Schwein ; 

Kuh, dritter Magen 
vierter 


handelter Magen 
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Die vorstehende Chersicht enthalt eine Zusammenfassung eit 
Reihe von Messungen. 

Die eingeklammerten Zahlen in der linken Halfte der Tahe! 
sind nicht von den hier zur Verwendung gelangten Extrakten, sonde: 


von entsprechenden anderen, friiher untersuchten Extrakten ibe: 


nommen. Die eingeklammerten Zahlen in der letzten Kolonne di 
Tabelle verweisen auf das Literaturverzeichnis. 

Die Aktivierungsgeschwindigkeit unterliegt bei  verschieder 
Tierarten, bei gleicher H-lonenkonzentration erheblichen Schwankunge: 
Auch eine Reaktionsverschiebung hat auf die Enzymogene der vi 
schiedenen Tierarten verschiedene Wirkungen. 

Die Aktivierung ist in einem px-Bereich von 3 bis 5 am_ best 
der Untersuchung zuganglich. Bei geringeren Sauregraden als 10 
geht die Aktivierung nicht mit meBbarer Geschwindigkeit vor sic} 
wahrend beistarker saurer Reaktion als 10-3 die Aktivierungsgeschwindig 
keit so beschleunigt wird, daB ihre Messung mit erheblichen Fehlerquelle: 
behaftet wird. 

In dem erwahnten px-Bereich haben Verschiebungen der Reaktio: 
einigermaBen gleichen KinfluB auf Extrakte vom menschlichen Magen 
Schweinemagen und auf unbehandelte Extrakte vom 4. Magen des Kalbes 
Zwischen pxu3 bis 5 hat eine Reaktionsverschiebung den geringste: 


EinfluB auf die Aktivierungsgeschwindigkeit eines Extraktes von 


Hundemagen, dann folgen Extrakte vom vierten Ventrikel der Kul 
Extrakte vom Schwein und vom Menschen. Die gréBte Wirkung hat 
eine solche Reaktionsverschiebung auf Extrakte vom Dorsch. In de: 
folgenden Tabelle ist eine Ubersicht iiber die Wirkung der Reaktions 
anderung in der Ativierungsgeschwindigkeit bei der Reaktions 
andeiung. 





Zunahme des 
Logarithmus der Anstieg der 
Aktivierungs- Aktivierungs- 
geschwindigkeit geschwindigkeit 
bei Verminde- bei Verzebn- Chymosi 
rung des Py fachung des (Cy 
um 1 


Pepsin 


Mand «4.6. ; Ae A 5 6—S$ 
Vier Magen vom Kalb ... . Bs 20 0.4 
Schwein... see er ‘ 50 1 
Memeo ... 3 «:% Ave ; 64 1 
Dorseh pe GAS ao ta one Sy 250 etwa 0,1 


Da die Aktivierungsgeschwindigkeit bei groBer Konzentratio: 
der H-Ionen in verschiedenem Ausmabe zunimmt, ist es nicht ohn 
weiteres moglich anzugeben, welche Enzymogene mit groBter (« 
schwindigkeit aktiviert werden. 
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Wenn man aber von dem Enzymogen des Hundemagens absieht, 
lessen Aktivierungsgeschwindigkeit nur sehr wenig von einer Re- 
ktionsverschiebung beeinfluBt wird, so gestatten die Kurven, die 
on den anderen Tierarten gewonnen sind, einen Vergleich. Am lang- 
samsten geht die Aktivierung beim Menschen vor sich, dann folgt der 
ixtrakt vom Schweinemagen, vom unbehandelten vierten Kalber- 
magen, und am schnellsten erfolgt sie bei Extrakten vom Magen des 
Dorsches. Diese Reihenfolge ist bestimmt fiir den pxu-Bereich von 3 
is 4 giltig. wo die Unterschiede bei den von uns untersuchten Tier- 
uten sehr erheblich sind. Bei emem py 4 verlauft die Aktivierung 
heim Dorsch 400mal schneller als in Extrakten von menschlichem 
Magen, wahrend sie im Kalbermagenextrakt 65mal schneller als beim 
Menschen vor sich geht (px — 4.6). In Extrakten vom Hundemagen 
geht die Aktivierung ebenso langsam vor sich wie in solehen vom mensch- 
lichen Magen bei pu 3 und ebenso schnell wie beim Kalb und Dorsch 
hei PH 4.6. 

Bei einer Reihe der verwendeten Extrakte legen unzweifelhaft 


Mischungen von Enzymogenen vor, da das Verhaltnis zwischen den 


proteolytisch wirkenden (gemessen bei pu 1,5) und den koagulierend 


wirkenden Eigenschaften (bei px 6) der Praparate bei verschiedener 
Behandlung verschoben werden kann. Diese Tatsache erschwert natir- 
lich die Beurteilung der Versuche und setzt die Bedeutung der an- 
gefiihrten Bestimmungen, wenn man sie unter rein theoretischen Ge- 
sichtspunkten betrachtet, herab. 

Fest steht aber dagegen, daB das Verhaltnis Pepsin : Chymosin (= @) 
in Extrakten vom Magen des Hundes, des Schweines und des Menschen 
nicht durch verschiedene Behandlung der Praparate verschoben werden 
kann. 

Aus der Tatsache, daB der Quotient der Pepsin-:Chymosinaktivitat 
Werte aufweisen kann, die von den bei anderen Tierarten gefundenen 
erheblich abweichen, kann man nicht folgern, daB eine Mischung von 
verschiedenen Enzymen vorliegt oder nicht. Im Zusammenhang hiermit 
sei darauf hingewiesen, daB wir in einigen vorlaufigen Versuchen zeigen 
konnten, daB das Verhaltnis der Pepsinaktivitét gegeniiber Edestin 
und der Pepsinaktivitat gegeniiber Casein fiir Armour- Pepsin und Pepsin 
vom Kaninchen verschiedene Werte hat. 

Der allgemeinen Auffassung nach verhalt sich das Pepsin det 
Fische besonders eigenartig. Dies zeigt sich unter anderem darin, dai 
sich das Reaktionsoptimum des Pepsins der Fische bei weit weniger 
saurer Reaktion finden soll als bei den anderen Wirbeltieren. Das Vor- 
handensein des aubergewohnlich niedrigen Pepsin- : Chymosin- Quotienten 
kann sicherlich zu einem gewissen Grade damit in Verbindung gesetzt 
werden, daB die Aktivitatsbestimmungen bei einem px 1,5 und nicht 
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bei dem Reaktionsoptimum fiir dieses Enzym ausgefiihrt wurden. M 

darf jedoch nicht vergessen, daB dieser niedrige Quotient andererseit 

zum Teil durch die erhebliche Chymosinaktivitaét des Extraktes 

absoluten Zahlen ausgedriickt) bedingt ist. 
Soweit uns bekannt, bestehen keine systematischen Untersuchung: k 

iiber die Frage, wieweit die Chymosinaktivitét bei Fischen an das Vor | 

handensein der Substanz geknipft ist, die fiir die Pepsinaktivitit d 

mabgebend ist. Wenigstens ist bisher nicht untersucht, ob eine Frak 

tionierung méglich ist oder nicht. Indessen kann man trotz der Ve: 8 

schiedenheiten, die zwischen den Magenenzymen von Fischen und de) 

iubrigen Wirbeltieren bestehen, eine Reihe von iibereinstimmende: 

3efunden erheben. 
Auch bei den Fischen kommt das Enzym, an das die Chymosin a 

aktivitat gekniipft ist, in unwirksamem Zustand in der Schleimhaut 

vor. Der bei neutraler Reaktion hergestellte Extrakt hat nur ein: 

geringfigige Aktivitat und bei Reaktionen, die saurer als py 5 bis 4 , 


sind, wird das Praparat in entsprechender Weise aktiviert, wie es fii 


die Saugetiere und nach einigen vorléiufigen Versuchen auch fiir dir 
iibrigen Wirbeltiere gilt. 

Noch auf einem anderen Gebiete tritt diese Gleichartigkeit hervor ; 

Der inaktive, Enzymogen enthaltende Extrakt ist bei basische: 
Reaktion bestandig. Als Beispiel sollen folgende Versuche dienen 

Die Schleimhaut vom Dorschmagen wird mit 35 cem primarem und 
15 ccm sekundirem Phosphat extrahiert. 1 ccm des Extrakts wird bei 20° ( 
mit einer Boratpufferl6sung vom py 9,3 vermischt und aufbewahrt. Erst 
nach Ablaut von 24 Stunden sind 40°, der Gesamtmenge des Enzyms 
zerstort. 

Der gleiche Extrakt wurde durch Zusatz von 0,1 ceem n Weinsaure 
(pro leem Extrakt) 2 Minuten lang aktiviert. Danach werden 1 cem ce 
aktivierten Extrakts mit 10 cem der gleichen Pufferldsung vermischt 
Trotzdem in diesem Falle die Reaktion eine etwas geringere Alkaleszen 
hatte als bei dem vorher beschriebenen Versuch, war das Praparat nac!} 
Ablauf von 2 Minuten, als die erste Probe zur Bestimmung entnomme: 
wurde, so gut wie vollig destruiert. 


Zusammenfassung. 

Die neutralen oder schwach sauren Extrakte der Magenschleimhaut 
von verschiedenen Tierarten wurden auf die koagulierend wirkende: 
Enzyme untersucht. 

In allen Fallen enthalten diese Extrakte eine verhaltnismabig 
geringe Menge von praformiertem Enzym. 

Sobald die H’-Konzentration des Extraktes iiber 10-2 bis 10 
liegt, erfolgt bei 20°C eine sofortige Aktivierung des Enzyms. 

Die Aktivierung des Enzyms wurde fiir Extrakte vom menscli 
lichen Magen, Schweinemagen, Hundemagen, vom dritten und vierte: 
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lagen der Kuh, sowie von der Oesophagus- und Cardiaschleimhaut 
yom Dorsch untersucht. 

Kine Aktivierung tritt erst dann auf, wenn der Extrakt auf iiber 
10-5 liegende Sauregrade gebracht wird. Die Aktivierungsgeschwindig- 
keit wird mit steigender H-lonenkonzentration beschleunigt. Das 
\nwachsen der Aktivierungsgeschwindigkeit erfolgt bei den Praparaten 
der verschiedenen untersuchten Tierarten verschieden schnell. 

Diese Abhangigkeit der Aktivierungsgeschwindigkeit vom px 
steht mit dem Verhaltnis Pepsin-:Chymosinaktivitat des Praparates 
nicht in Zusammenhang. 


Das Enzymogen der Fische besitzt, ebenso wie das der Saéugetiere, 
eine erheblich gréBere Haltbarkeit bei schwach alkalischer Reaktion 
als das aktivierte Enzym. 


Literatur. 

1) Rich. Ege u. P. Menck-Thygesen, diese Zeitschr. 264, 13, 1933. 
2) Rich. Ege u. E. Lundsteen, ebenda 268, 164, 1934. 3) Rich. Ege, Zeitschr. 
. physiol. Chem. 127, 126, 1923. — 4) O. Hammarsten, ebenda 56, 18, 1908; 
68, 119, 1910. — 5) S. P. L. Sérensen, Holter u. Bent Andersen, diese Zeitschr. 
971, 199, 1934. 6) Michaelis u. Rothstein, ebenda 105, 60, 1920. 
7) Holter u. Bent Andersen, ebenda 269, 285, 1934. 8) Kleiner u. Tauber, 
J. of biol. Chem. 96, 755, 1932. 9) Rich. Eqe, EB. Lundsteen u. P. Menck- 
Thygesen, Nord. Med. Tidsskrift 9, 526, 1935. 10) Rich. Eqe u. Obel, 
Hospitalstidende 1935, 8. 273. 11) Bent Andersen, diese Zeitschr. 262, 
99, 1933. 











Zur Methodik der 
Kohlenstoffbestimmung in biologischen Fliissigkeiten. 
Von 
F. Lauersen und K. Voit. 

(Aus der I. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen. 
(Eingegangen am 4. Juli 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Seit einer Reihe von Jahren fiihren wir an unserer Klinik Kohle: 
stoffanalvsen durch, die den Zweck verfolgen, einerseits genauere Ein 


blicke in den Restkohlenstoff des Blutes unter normalen und _ path 


logischen Bedingungen zu erhalten (Stepp und Sauer, Imhduser, Spit 
Diehl, K. Voit), andererseits im AnschluB an die Feststellungen voi 
Bickel und seiner Schiiler die Ausscheidung des Kohlenstoffs im Ham 
und seine Beziehungen zum Stickstoff zu studieren (A. Voit). Wir be 
dienten uns dabei fiir das Blut der Mikroanalvse (Pregl) in der Modi 
fikation von Stepp und Sauer, fiir den Harn einer Makromethode, die i: 
Anlehnung an die Apparaturen von Gomez, Meyer-Bisch und Kiihn 
C.G. L. Wolfu.a. von K. Voit ausgearbeitet wurde. Die Ergebnisse, div 


mit diesen Verfahren erzielt wurden, sind, was ihre Genauigkeit be- 


trifft, durchaus befriedigend (Jmhduser, K. Voit). Von Nachteil ist 
wenigstens fiir den Kliniker, daB alle diese Methoden recht kompliziert 


und umstandlich sind, so daB sie eigentlich nur in der Hand eines aut 


diesem Gebiete ganz besonders erfahrenen Forschers bzw. einer Hilfs 
kraft, die iiber auBergewéhnliche Kenntnisse in der Elementaranal ys 


verfiigt, brauchbare Resultate ergeben. Ferner empfanden wir es be! 


unseren Vergleichsuntersuchungen als stérend, daB wir fiir Blut und 
Harn zwei verschiedene Verfahren benutzen muBten. Die Mikromethod: 
eignet sich nicht fiir den Urin, das Makroverfahren scheitert beim Blut 
besonders bei wiederholten Bestimmungen an derselben Person, an de1 
verhaltnismabig groben Mengen Blutes, die entnommen werden miissen 


Osuka hat vor einigen Jahren eine Halbmikromethode zur Kohlenstoft 
bestimmung in biologischen Fliissigkeiten beschrieben, die eine Moditfikatio: 
des Niclowxschen Vertahrens darstellt. Allerdings sind in seiner Arbeit 
keine Belege dafiir enthalten, daB sich die Methode zur Bestimmung de: 
Restkohlenstoffs im Blute bewihrt, wo bei dem niedrigen Kohlenstoffgehalt 
die Genauigkeit der Analyse durch die unverhaltnismaBig groBen Wasse1 
mengen zweifellos eine Beeintrachtigung erfahren muB. Schon Imhduse) 
wies darauf hin, daB die mit den iiblichen Methoden gewonnenen Blut 
filtrate die zu verbrennenden Substanzen in so groBer Verdiinnung enthalten, 
da die direkte Oxydation nach dem Niclouxschen Verfahren, das vor 
Boivin eingehend studiert wurde, nicht méglich ist. Auch Ruppert gab eine 
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oditikation der Niclouxschen Methode zur Bestimmung des Kohlenstoffs 
biologischen Fliissigkeiten an. Auf seine in dieser Arbeit niedergelegten 
nschauungen tuber den Begriff des Restkohlenstoffs im Blute wird von 
iderer Seite eingegangen werden (Stepp). Auf Grund unserer Erfahrungen 
issen wir gegen das von Nicloux angegebene Verfahren der Kohlenstoft 
stimmung bzw. gegen die verschiedenen Modifikationen dieser Methode 
w Bestimmung des Restkohlenstoffs im Blute und auch des Harnkohlen 
otfs eine Reihe von Bedenken geltend machen. Es erscheint uns zunachst 
hr fraglich, ob die Verbrennung in jedem Falle eine vollstandige ist 
eh und Kramick lehnen iiberhaupt alle Methoden, die die Bildung von 
© bei der nassen Verbrennung nicht beriicksichtigen, fii eine exakte 
Kohlenstoffbestimmung ab und sorgen daher, wie auch wir dies regelmabig 
n. dureh Einschalten eines Verbrennungsrohres fur eine vollstandige 
Oxvdation des eventuell entweichenden CO zu CO,. Es ist zum mindesten, 
wenn an der Apparatur ein solches Verbrennungsrohr nicht vorhanden ist, 
twendig, durch Einsatz einer Flasche mit Palladiumehloriir sich davon 
i uberzeugen, ob sich nicht CO gebildet hat. Dies wird weder von Osuka 
och von Rupp rt beriiecksichtigt. Ferner ist zu bedenken, ob bel det in 
Ruppertschen Modifikation gegebenen Oberflache das Absorptions 
vermégen der Barytlauge tatsachlich so groB ist, daB wirklich das gesamte, 
ei der Verbrennung entstehende CO, abgefangen wird. Lieb und Krainich 
eiten deswegen die Gase im Sauerstoffstrom durch eine feinporige Filter 
platte in die Barytlauge. Ruppert wirft in seiner Arbeit gleichfalls diese 
Frage auf und glaubt sie auf Grund seiner Testanalysen dahingehend beant 
worten zu miissen, da auch ohne diese VorsichtsmafBregel die Absorption 
m Vakuum eine vollstandige ist. Uns gelang es erst nach Einschaltung 
einer besonderen Waschvorrichtung im Absorptionsapparat, das entstandene 
CO, quantitativ durch das Barytwasser abzutangen. Der schwerwiegendste 
Einwand, den wir aber immer wieder gegen das Niclouxsche Verfahren 
ind seine Modifikationen erheben miissen, ist der Umstand, da der Ver 
brennung eine Einengung der Blutfiltrate bzw. des Harns vorhergeht. 
Damit verzichtet man von vornherein auf die Mitbestimmung siéimtlicher 
eicht fliichtiger Substanzen. Schon Jmhduser hat auf diesen Mangel ver 
wiesen. Der Einwand von Ruppert, daB die niedrigeren Werte fiir den Rest 
kohlenstoff, die mit dem Niclouxrschen Verfahren erhalten werden, nicht 
durch Verluste an fliichtigen C-Tragern beim Eintrocknen erklarbar seien, 
da diese rechnerisch nie mehr als einige mg C betragen kénnten, erscheint 
ins nicht ganz stichhaltig, solange wir nicht genauer dariiber orientiert 
sind, weleher Art die fliichtigen Substanzen sind und in welcher Menge sie 
orkommen. Das gilt ganz besonders auch fiir den Harn, dessen chemische 
Zusammensetzung beziiglich seines Gehalts an organischen Substanzen, wie 
wir in zahlreichen Arbeiten immer wieder betonten, bis heute noch nicht 
teststeht. Vor allem aber mu eine Methode, die zur Untersuchung von 


Koérperfliissigkeiten unter pathologischen Bedinqungen brauchbar sein soll, 
lie Méglichkeit bieten, auch die fliichtigen Substanzen (Aldehyde, 
te! 


\ceton usw.) zu erfassen. Besonders trifft dies fiir das Studium der int 
mediaren Stoffwechselvorginge beim Diabetes zu. 


Wir sind deswegen auf unsere Bedenken gegen das Nicloursche Ver 
fahren ausfiihrlicher eingegangen, weil die Untersucher (Roche, Ruppert 
lie mit dieser Methode arbeiten, im Blute niedrigere Werte fiir den Rest 
<ohlenstoff erhalten als Stepp und Sauer, Imbkduser, Spitz, Diehl, K. Voit 


mit der Pre gi schen Mikromethodik ode De utschhe rger mit emem anderen 
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Verfahren. Reppert findet im Mittel fur den Restkohlenstoff im Blute eins 
PI 


Wert von 131,5 mg-°,, gegeniiber dem von Stepp und seiner Schule, sow 


oO 


von Deutschberger angegebenen Wert von 185 mg-°®,, und ,,sucht die Ursae!} 
der Differenz nur in der Verschiedenheit der Verbrennungsmethod: 
Das wiirde eigentlich zunachst dafiir sprechen, daB8 die Verbrennung nic! 
vollstindig war. Wenn der von Ruppert gefundene Wert von 131 mg 
tatsachlich der richtige ist, dann ware das Problem des ungedeckten Antei 
des Restkohlenstoffs gelést, insofern nimlich, als es einen unbekannt: 
Restkohlenstoff beim Gesunden iiberhaupt nicht giibe. Dies erscheint un 
auf Grund unserer langjahrigen Erfahrungen iiber das Verhalten des Rest 
kohlenstoffs im Blute nicht gerade wahrscheinlich. Auch fiir unsere v« 
uns wiederholt dargelegten Anschauungen tiber den unbekannten Harn 
kohlenstoff waren die Ergebnisse von Ruppert insofern von ganz ei! 
schneidender Bedeutung, als dann offenbar der bis jetzt unbekannte Ante 
des Kohlenstoffs im Harn beum Gesunden lediglich aus dem Fettstoffweehs« 
stammen miisse. Das ist aber ganz unmoglich, da wir in ausgedehnten 
Untersuchungen gezeigt haben, daB zwischen dem unbekannten Kohlenstoft 
des Harns beim Gesunden einerseits und beim Kranken andererseits voi 
wiegend nur quantitative Unterschiede bestehen und wohl niemand be 
zweiteln wird, daB die Erhéhung des Quotienten ©: N bei den verschieden 
sten Stoffwechselerkrankungen nicht immer auf eine Stérung des Fett 
stoffwechsels zuriickzufiihren ist. Wenn wir die Tabellen von Rupp 
richtig verstehen, so findet offenbar auch er zeitweise fiir den von ihm al 
..fettfreien Restkohlenstoff** bezeichneten Anteil des Kohlenstoffs héher: 
Werte, wie uns aus der letzten Spalte der Tabelle [V und aus dem Wert von 
268 mg-°, C fiir das Phosphorwolframsaurefiltrat (S. 223) hervorzugehen 
scheint. Begriindet Ruppert diese Erhéhung damit, daB das Phosphor: 
wolframsiurekoagulat einen ,,.kleinen Anteil der petrolaitherléslichen Sub 
stanzen ins Filtrat iibergehen la6t*', so kénnen wir uns nicht erklaren, warun 
dies bei den Werten, die in Tabelle I] angegeben sind, nicht auch der Fa 
war. Uns scheinen die Verhaltnisse bis jetzt noch nicht endgiiltig geklar 
so daB hier weitere systematische Untersuchungen einzusetzen haben, di 
bereits im Gange sind. 

Die Methode von Pregl in der Modifikation von Stepp und Sauer | 
nur fiir die Restkohlenstoffbestimmung im Blute, aber nicht fiir bio 
logische Flissigkeiten ganz allgemein ausgearbeitet. Die Begrenzun 
der zur Anwendung kommenden Filtratmenge wird durch das Verhaltnis 
des Wassers zum Kohlendioxyd gegeben. Die nach dieser Method: 
maximal anwendbare Menge Blut betragt 0,025 cem (= 0,100 cen 
Filtrat 1:4), das bedeutet bei einem angenommenen Restkohlenstoffwert 
von 175 mg-°®, 1,75 mal 0,025 0,044 mg C baw. 0,161 mg CQ,. Aut 
diese Menge CO, kommen aber etwa 100 mg Wasser, die vor der Ab 


sorption des CO, quantitativ abgefangen werden miissen. Dieses Mib 


verhaltnis von etwa 1: 500 birgt unbedingt eine nicht unerheblich: 
Fehlerquelle in sich, gerade bei solch minimalen Mengen Kohlenstofi 
wie sie hier vorliegen. AuBerdem setzt das hierbei erforderliche Arbeite: 
an der Mikrowaage viel Erfahrung voraus, auch bedeutet die nur ei 
malig verwendbare Fiillung des Absorptionsrohres fiir CO, ein 
weiteren Nachteil. 
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Angesichts der Tatsache, daB eine Titration leicht und schnell 
urchfiihrbar und bei Verwendung von n/100 Lésungen sehr genau ist, 
aben wir uns der titrimetrischen Bestimmung zugewandt. Ein weiteret 
iusschlaggebender Vorteil liegt darin, daB ein getrenntes quantitatives 
\bfangen des Wassers unnétig ist, wodurch die oben erwahnte Be- 
erenzung der anwendbaren Filtratmenge fortfallt. 

Die Genauigkeit unseres Verfahrens ergibt sich aus der Uber- 
legung, daB sich durch Anwendung eines Mischindikators der Um- 
chlagspunkt auf einen Tropfen genau feststellen laBt. Diese Menge 
n/100 Saure aber entspricht 0,002 mg C (1 Tropfen = 0,03 cem, 1 cem 

LOO Saure 0,06 mg C). Mittels geeigneter Biirette kann man den 
Saureverbrauch auf 0.01 cem ohne Schwierigkeit genau ablesen. Dureh 
die getroffene Modifikation der Apparatur lassen sich ohne weiteres 
Lésungsmengen bis zu 1 cem und mehr, je nach der vorgelegten Menge 
Barytwasser, also alle praktisch in Frage kommenden Kohlenstoff- 
bestimmungen in biologischem Material durchfiihren. 

Was die Apparatur betrifft, so veranlaBten uns die oben erwahnten 
Gesichtspunkte, anstatt einer reinen Mikromethode die jetzt vielfach 
zur Anwendung kommende Halbmikromethodik zu benutzen, die die 
Vorziige sowohl der Mikro- als auch der Makromethode in sich vereinigt. 
Das Verfahren ist in gewisser Hinsicht eine Modifikation der Pregl- 
schen Mikromethodik, unter Verwendung der wertvollen Erfahrungen 
Hélschers. Durch Benutzung elektrischer Heizung wird ein sauberes und 
gleichmaBiges Arbeiten gewahrleistet. Wir glauben mit der im folgenden 
beschriebenen Apparatur eine Bestimmungsmethode des Kohlenstoffs 
in biologischen Flissigkeiten ausgearbeitet zu haben, die unter Zu- 
grundelegung der schon vorhandenen Verfahren eine Modifikation dar- 
stellt, die ein verhaltnismaBig einfaches und dabei exaktes Arbeiten 
ermoglicht. 

Prinzip der Methode. 


In der Apparatur wird nach Ubertreiben des Wassers der zu unter 
suchenden Fliissigkeit die organische Substanz im Luft- bzw. Sauerstoff- 
strom in einem Kupferoxyd-Bleichromatrohr verbrannt, das gebildete CO 
in Barytwasser aufgefangen und titrimetrisch bestimmt. 


Apparatur (siehe Abb.). 


1. Gasometer. Fassungsvermégen 5 bis 6 Liter. 


Prazisionsquetschhahn. 


9 
3. Trockenapparat mit Blasenziihler. 
4 


Bajonettrohr aus Supremaxglas mit verjiingtem Rohrende. 55 em 
lang (bzw. 60cm fiir Rest-C-Bestimmung). 

Verbrennungsofen mit Vergasungsspule. 

AbsorptionsgefaBe. 

Prazisionsquetschhahn. 

Aspirator. 


SF FR RENT HINTS 
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Fillung des Verbrennungsrohres (4). 


Bei der Beschickung des Verbrennungsrohres haben wir uns im wese1 
lichen an die Angaben Hélschers gehalten. Da uns jedoch nur an ei: 
exakten Erfassung des Kohlenstoffs gelegen ist, konnten wir bei uns« 
Versuchsanordnung aut die genaue Einstellung des Bremsptropfens verzicht: 
Die Skizze des gefiillten Rohres laBt die Anordnung der einzelnen Schicht: 
erkennen. 

a) Platinashest 2.5 em. 

» 


b) Silberwolle 1,5 bis 2 em. 


Grobes Bleichromat-Kupferoxyd 14 em. 











In einer flachen Eisenschale wird auf in diinner Schicht ausgebreitet: 
und mittels Geblise von oben her zu heller Rotglut erhitztes Kupferox 
Bleichromat gestreut, das so mit der Oberflache des Kupferoxyds in diinm 
Schicht versehmilzt. 

d) Silberwolle 2 em. 

e) Reduziertes Kupferoxyd 5 em. 

Am Geblase zur Rotglut erhitztes Kupferoxyd wird in kleinen Portion: 
in ein dickwandiges Kaliglasrohr gegeben. in dem sich auf dem Boden « 
Schicht von mit einigen Tropfen Methylalkohol getranktem Asbestpay 
befindet. 

tf) Feines Kupteroxyd 1.5 em. 

) Silberspirale 0,7 em. 


uo 


Jer 1mm starke Silberdraht wird iiber einem geeigneten Glasstalb 


einer 0,7 em langen Spirale gedreht, die in einem geraden Ende auslaut' 


das bis an die Offnung der ausgezogenen Spitze des Verbrennungsrohr 
reicht. Das Innere und die Oberflache der Spirale wird mit Silberwo 


versehen. 
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Die zur Abdeckung der aus der Apparatur herausragenden Rohrteile 
forderlichen Asbest-Kup/fernetzddcher werden, wie aus der Skizze 
\bob. | ersichtlch, folgendermaben hergestellt Kin 5em breiter Streifen 
\sbestpapier wird zwischen einen etwa 12 cm breiten Streifen engmaschigen 
\upferdrahtnetzes gefaltet. Hiervon wird je ein 5 bis 6 em und ein etwa 
(em langes Stiick zum Dach gebogen, so daB die zu bedeckenden Rohrteile 


irch diese beiden Diacher eng umschlossen werden. 


Methodik. 


Nachdem die Apparatur der Skizze entsprechend zusammen- 
gestellt ist, wird der obere Behalter des Gasometers und das Aspirations- 
vefaB mit Wasser gefiillt. Das mit der zu untersuchenden Flissigkeit 
heschickte Platinschiffehen wird hierauf in das Verbrennungsrohr ge- 
geben und bis auf einige Zentimeter an den Verbrennungsofen heran- 
veschoben. Uber den Teil des Rohres, an dem sich das Schiffehen be- 
findet, wird das etwa 6 cm lange Asbestkupternetzdach gesetzt und bet 
das aus dem Ofen herausragende Rohrende eine enganliegende Kupfe1 


netzhille, bis etwa ! 


em in den Ofen hineinreichend, geschoben, die 


ebenfalls mit einem etwa 10 em langen Asbestdach gedeckt wird. Je nach 
der zu erwartenden Menge Kohlendioxyd werden 2 bzw. 3 Absorptions- 
gefaéBe mit Barytwasser zwischen Verbrennungsrohr und Aspiratot 
geschaltet. 

Nach Offnen der Hahne des Gasometers und des Aspirators wird 
durch vorsichtige Regulierung der zunachst noch geschlossenen Quetsch- 
hahne ein maBiger kraftiger Luftstrom durch die Apparatur geleitet, 
derart, daB in 10 Minuten etwa 70 bis 80 cem Wasser aus dem ganz nach 
unten gedrehten AbfluBrohr des Aspirators abtropfen. Die eigentliche 
Kinstellung der Durchstr6mungsgeschwindigkeit wird durch Regulierung 
des vorderen Prazisionsquetschhahns erreicht, wahrend der hintere fast 
ganz gedffnete Quetschhahn nur fiir besondere Zwecke vorgesehen ist 
Hierauf wird der Ofen eingeschaltet und. sobald er auf dunkle Rotglut 
erhitzt ist, die am Bajonettansatz befindliche Vergasungsspule an- 
geheizt und durch langsames Heranriicken an das Asbestdach das Wasse1 
des Untersuchungsmaterials mit dem vorbeistreichenden heiBen Luft 
strom mitgerissen. Nachdem man sich dureh Abheben des Ashest- 
dacnes von der Vollstandigkeit der Eintrocknung iiberzeugt hat, ent 
fernt man dieses und riickt mit der Vergasungsspule langsam an das 
Platinschiffehen heran. Die sich dabei bildenden schwarzbraunen 
Verbrennungsprodukte treibt man vorsichtig in der Weise auf den 
Verbrennungsofen zu, daB sich das Durchstrémungstempo nicht wesent- 
lich andert. Man hat also zu beachten, daB die in der Zeiteinheit aus 
dem Aspirator abtropfende Menge Wasser méglichst konstant bleibt 
Sobald man mit der Vergasungsspule am Ofen angelangt ist und di 
Kohle bis auf die letzte Spur verbrannt hat, geht man mit der Ver- 
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gasungsspule bis an den Ansatz zuriick, gliiht nochmals diesen Teil d 
Rohres bis an den Verbrennungsofen aus und schaltet den Heizstrom a 
Wahrend der Abkihlung laBt man noch 10 Minuten lang den gleich: 
Luftstrom durchstreichen, um auf diese Weise die letzten Reste d 
gebildeten CQO, quantitativ in die VorlagegefaBe tiberzutreiben. Nac 
Beendigung der Verbrennung schlieBt man zuerst den Hahn des Gas 
meters, lést die Verbindung zwischen dem Verbrennungsrohr und de) 
Absorptionsapparat, schlieBt dann sofort anschlieBend den Hahn ci 
\spirators und entfernt die AbsorptionsgefaBe, die man bis zur weiter 
Verarbeitung mit Schlauchkappen verschlieBt. 


Je nach der zu verbrennenden Flissigkeitsmenge sehwankt di 
Dauer der Verbrennung zwischen 1 bis 1! /, Stunde. 
Titration. 


Nachdem die Verbindungsschlauche der AbsorptionsgefaBe gelist 
sind, wird der Glockenteil vorsichtig soweit herausgenommen, dais 


der untere Rand der oberen Glocke sich gerade noch in der Offnung des 


Glases befindet. Mit einem geeignet gebogenen Rohr (Spritzroht 
das durch einen mit Quetschhahn versehenen Gummischlauch mit einen 
StandgefaéB mit kohlenséurefreiem Wasser in Verbindung steht, wird 
erst der auBere Teil und anschlieBend der Innenteil der Glocke al) 
gespult, so daB das Wasser quantitativ in das Glas hineinflieBt. Di 
zweite Glocke wird ebenso behandelt und zum SchluB noch etwas Wasser 
durch das Einleitungsrohr gegeben. Nach Auffiillen der GefaBe mit 
kohlensaurefreiem Wasser bis zur Marke (50 cem), werden die einzelne: 
Glaser solange mit Gummistopfen verschlossen, bis auch die tibrige: 
soweit vorbereitet sind. Hierauf werden die zweckmaBig vor den 
Versuch gegeneinander austarierten Glaser offen 10 Minuten lang 
zentrifugiert und anschlieBend den einzelnen Glasern der Vorlag: 
ein aliquoter Teil der blanken Lésungen entnommen und gemischt 
Ebenso ist zu empfehlen, aus dem LeerwertgefaB eine gréBer 
Portion abzupipettieren, um ein Aufwirbeln des niedergeschlagene 
Carbonats bei der Entnahme der einzelnen Proben zur Titration z 
vermeiden. 

Der Verbrauch an Bariumhydroxyd wird durch Titration mit 
n/100 Salzséure festgestellt. Man gibt zu der zu titrierenden Lésunz 
8 Tropfen des Mischindikators! und eine abgemessene Menge n/100 Sal: 
saure bis zur intensiven Rotfairbung und titriert dann mit einer n, 10 
Natronlauge bis zum Farbumschlag nach Grasgriin. Es ist vorteilhaft 


' Mischindikator nach Tashiro, Amer. J. of Physiol. 60, 519, 192 
siehe Rona, Praktikum der physiologischen Chemie, 2. Teil, S. 180). 
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sich bei der Ausfiihrung der Titration eines Paares Mikrobiiretten 
iit automatischer Nullpunkteinstellung zu bedienen, die den Verbrauch 


if 0,005 cem ablesen lassen. 


A bsorption sqetape. 
f 


Herstellung des Barytwassers und Fillaung der 
Das Barytwasser wird in der Weise hergestellt, daf} man in einer Vorrats 
ische standig tuber einigen 100 ¢ reinem Barvumhydroxyd eine gesattigte 
Losung zur Verfiigung hat, die man, nachdem sich die Triibung durch das 
isgeschiedene Barvumearbonat gesetzt hat, in das eigentliche Standgefa 

hhebert. Dieses StandgefaB ist eine zweite Flasche, die mit einem zweifach 
fir ei Heberrohr und ein Natriumkalkrohr ver 


lurchbohrten Korken 
zu erwartenden Menge Kohlendioxyd werden in 


chlossen ist. Je nach det 
edes der VorlagegeféaBe und in das GefaB mit dem Leerwert zu_ sovie! 
kohlensiurefreiem Wasser | bis 10 ccem Barytwassel! gegeben, dal} das Gesamt 
volumen etwa 40 ccm betragt 
siitzen versehen und das Glas mit dem Leerwert mit einem Gummistopfen vet 
schlossen. Beim Arbeiten mit der Barytlésung ist zu beachten, dali eine 
angere Einwirkung der atmosphiarischen Luft vermieden wird, 
zumindest die Méglichkeit der Einwirkung der atmospharischen CO, 
Daher ist auch dringend zu emp 


Die VorlagegefaBe werden mit den Glockenein 


oder dab 


den einzelnen Portionen die gleiche ist. 
fehlen, zur Beschickung der Vorlagen und des LeerwertgefaSes eine be 
Barytwasser aus dem Standgefi zu entnehmen und das 


stimmte Menge 
» und den Leerwert 


jeweils néotige Quantum aus dieser Probe fiir die Vorlage 


herauszupipettieren. 


Be spre l earner Bere hnund. 


Restkohlenstoffbestimmuneg. 


Angewandte Filtratmenge (1: 4) 0.8 cem | 0,2 cem Blut 


Leerwert. 1 com Barytlésung auf 50 cem: davon je 5 ccm (entsprechend 
0,lcem Barytlésung) austitriert : 

Ubertitriert mit $02 4,00 cem n, 100 HC! 
1,22 ; » n/l00 NaOH, 


zurucktitriert mit 


lOO HCl ver CO -Absorption 
Loo HCl. 


also verbr. 0,1 cem os yy | 1c n 


bzw. 1 eem Barytl. 27, x 2 


Vorlage nm. 1 ecem Barytlosung auf 100 cem, davon 10 cem (ent prec he nad 
0,lcem Barytlésung) austitriert 

4,00 4,00 $00 4,00 cem n 100 HCl, 

1,82 1,80 ,, n/l00 NaOH, 


Ubertitriert mit 
zurucktitriert mit 1,82 


also verbr. 0.1 cem 2,18 2.20 cem n/ 100 HC] 


bzw. 1 cem Barytl. 21,9 ». n lOO HCI nach ¢ 
Absorption. 
» 


Vor CQO,-Absorption 27,9 27,9 cem n LOO H¢ 
nach CQO,- 21.8 21,9 ,, n loo HCl, 


| 
i, 


Differenz 6,1 6,0 ,, n/l00 HCI. 
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Diese entspricht dem gleichen Aquivalent gebundener CO,. | cem n 


entspri ht O06 mg ¢ 


Loo H¢ 




















6,1. O06 6.0. O06 
0.5660 mg © in 0,2 cem 360° omg C in 0,2 ccm, 
IS3,0 i, Loo Blut isO0o ... 4 L100 Blut. 
Reine Substanzen. 
mg mg ¢ mg g ( 
os s Substanz in 
. her cef ce g 
Benzoesiure 460 6.61 6.61 Urotri pin 1.39 SH » S4 
m 12,00 $26 8,27 | Ca Zn-Salz der 
Urotropin 7,16 3.68 | 3,67 3-Oxybuttersaure 5,20 11 1,18 | 2.17 
Losungen. Mit bekanntem C-Gehalt. 
mg mg ¢ 
Substa n ingew 
Substanz ber. gef 
Oxalsiure 0,20 1,26 (),24 0,22 
0,20 1,26 0,24 0,24 
0,20 1,26 0,24 0,26 
: se ee 0,20 1,26 0,24 0,24 
CaZn-Salz der 8-Oxvbuttersaure 0,80 1.36 0.51 0.55 
és O.8S 1.54 0.57 0.57 
Restkohlenstoff. 
mg Rest-¢ 
Diagnose Mittel 
1. Best 2. Best 
Normal ; 150 183 181,5 
Leichter Diabetes 210 209 209.5 
Diabetes eae 220 228 224.0 
Akute gelbe Leberatr. See ee 372 369 370.5 
Knochen-Careinose bei Prostatacarcinom | 218 228 223.0 
2 216 210 213.0 
Harnkohlenstoftf. 
gf he 
iawnoe n Tagesmer Mitt Diagnose in Tagesmenge  yAjtt¢] 
1. Best.; 2. Bes 1. Best. 2. Best 
Normal 13,77 13,81 13,79] Diabetes 12,85 13,10 12.98 
Nephritis 10,15 10,22 10,19 14,63 1494 14,79 
8.68 8,49 8,54 | Pylorusstenose 1,52 7.62 1,07 
C/N-Bestimmung. 
g © in Tagesmenge g N in Tagesmenge CN 
13,29 17.30 O80 
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Uber den Glykogenzustand im Zellinnern. 
I. Mitteilung: 
Uber Dreikomponenten-Symplexe aus Clupein, Nucleinsiure, 
(iykogen oder Dextrin. 
Von 
St. J. v. Praylecki, W. Giedroye und H. Rafalowska. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warscha 


(Ringe gangen am 18. Juli 1935.) 


Im Zellinnern sind nebeneinandergelagerte verschiedenartige Ko 
ponenten voraanden, die in vitro betrachtet nicht als voneinande1 
unabhangig, eine Mischung bildend betrachtet werden kénnen. Aus 
Modellversuchen, in welchen zwei verschiedene reine Plasmabestand 
teile miteinander vermischt wurden, geht klar hervor, daB besonders 
zwischen Proteinen und anderen Plasmastoffen verschiedenartig« 
Affinitaten existieren (1). 

Die direkte Anwendung und Verallgemeinerung dieser £1 
gebnisse auf die im Zellinnern herrschenden Verhaltnisse ist nicht ohn 
weiteres erlaubt, besonders aber darf der SchluB, daB auch in den 
Zellen solche Symplexe existieren, nur mit grober Vorsicht gezoge: 
werden. Im Protoplasma sind nicht wie in den Modellversuchen zwei 
sondern sehr | viele Komponenten anwesend, die oft sehr ahnlich 
Affinitaten zu denselben Stoffen haben. Schon in Systemen mit 
verschiedenen Proteinarten, wie sie z. B. im Muskel, Leber usw. vor 
komme. und beim Glykogen, miissen, um die Verhaltnisse in der Zell: 
selbst zu tibersehen, nicht nur qualitativ, sondern auch quantitatiy 
genau dieselben Verhaltnisse wie im Zellinnern geschaffen werde: 
Unsere Versuche (2) zeigten weiter, daB das Verdiinnen sowi 


Anderungen des px oder der Salzkonzentration stark das Gleichgewicht 


—> 


freie Komponenten @ Symplex andern. Diese Einfliisse wirken aut 
verschiedene Symplexe in sehr verschiedener Art. 

Anderungen in der Konzentration der die Symplexe bildende: 
Komponenten kénnen somit nicht nur den einzelnen Symplex und 
seine Menge verandern. Sie kénnen gleichzeitig auch groBe Ver 
schiebungen in der Zusammensetzung vieler anderer Zellkomplex: 
hervorrufen (pu, Salze). 

So sind z. B. im Muskel Globulin X und Myosin Proteine, die groli: 


Affinitit zum Glykogen haben. Nur ein Teil des Glykogens ist in freie1 
Form im Muskel vorhanden. Neben ihm sind Glykogeno-Myosin und 


Glykogeno-Globulin X immer als normale Muskelbestandteile anzunehmen (3 
Diese Komplexe sind in Abhangigkeit vom Zustande der Muskelprote 
mehr oder weniger labil. Die Affinitaten des Globulins X zum Glykogen sind 


im Muskel, besonders im ruhenden, sicher nicht abgesattigt. Jedes da 
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vkogenomyosin labilisierende oder aufl6sende Agens kann die Menge des 
it Globulin X verbundenen Glykogens vermehren. 

Diese Verhaltnisse sind weit einfacher als die im Plasma. Wenn 

ir als Beispiel das Glykogen nehmen, so kann dieser Plasmabestand- 
teil auBer mit Proteinen auch mit Fetten (4) und Phosphatiden (5) 
n Bindung treten. 

Diese Befunde lassen erkennen, wie labil die Zustande der das 
Zellinnere bildenden Stoffe sind (6). Die Gleichgewichte miissen aber 
hesonders stark im Moment der Zellteilung, bei der die Kernmembran 
verschwindet, gestért werden. Dasselbe gilt fiir die gewéhnlich an- 
vewandten Versuchsbedingungen, wo durch zerkleinern die Kern- und 
Plasmabestandteile miteinander vermischt werden (7). 

Sind die natiirlichen Wiederstande verschwunden, dann kénnen die 
Kern- und Plasmastoffe sich viel leichter durch Diffusion vermischen. 
Ks entstehen neue, wahrend der Zellruhe nicht vorLandene Symplexe. 
Die Symplexe verschwinden aufs neue in den letzten Stadien der 
Karyokinese. 

Auf den ersten Blick ist es unverstandlich, warum der Proze der 
Zurickdrangung der miteinander vermischten Kern- und Plasma- 
bestandteile auf ihre alten Stellen“ so glatt und quantitativ verlauft 


Dieser Vorgang kénnte wahrscheinlich viel schwieriger zustande- 


kommen, wenn die Kern- und Plasmastoffe fliissig und nicht durch 
morphologische Strukturen in ihrer Diffusionsfahigkeit behindert 


waren. Viele Kernbestandteile bleiben fast die ganze Zeit der Karyo- 
kinese tiber im Gelzustande. Sie miissen, wie es anschaulich die 
eytologischen Bilder zeigen, wahrend der ganzen Periode der Zell- 
teilung auf einem begrenzten Zellbezirk verbleiben. Ob andere 
evtologisch schwerer nachweisbare Kernbestandteile wahrend det 
Karyokinese in das Plasma diffundieren und auch nach beendeter 
Zellteilung da verbleiben, ist nicht bekannt. Die Plasmabestandteile 
k6nnen auch nicht so leicht in den Kernraum diffundieren. Die Mehr- 
zahl] der Stoffe ist in Vakuolen, Granillen und anderen strukturellen 
Teilen des Protoplasmas verteilt. Nur die in dem die Vakuolen um- 
hillenden Raum anwesenden Plasmabestandteile kénnen leicht in den 
Kernraum eindringen. Ausgleich und Vermischung der Kern- und 
Plasmabestandteile sind durch die erwahnten Verhaltnisse sehr er- 
schwert und begrenzt. 

Wenn wir das Glykogen betrachten, so ist wahrend der Karyo- 
kinese theoretisch eine Entstehung von Symplexen aus Glykogen und 
basischen Kernproteinen méglich. Es kénnten gleichzeitig Symplexe 
aus den drei Komponenten Glykogen-Protein-Nucleinsaure  ent- 
stehen. Das Glykogen kénnte, besonders in Zellen, wo es in gréBeren 
Konzentrationen vorhanden ist, z. B. in der Leber, die es oft reichlich 
als freies geléstes Polysaccharid enthalt, mit den basischen Kern- 
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proteinen, wie Histonen und Protaminen, in Bindung treten. Derartig 
Verbindungen wurden dureh uns in Modellversuchen sichergestel! 
Im Kern sind aber die basischen Proteine an Nucleinsauren ve1 
ankert. Ob freie basische Proteine vorhanden sind, wissen wir nicht 
v. Przylecki und Grynberg (8) konnten nachweisen, daB die Nuclei 
aus neutralem Ovalbumin, wenn sie nicht zu viel Nucleinsaure ent 
halten, Dreikomponenten-Symplexe bilden kénnen. Im Zellken 
sind derartige Nucleine, und zwar haufig, besonders wahrend de1 
Karyokinese, im Gelzustande anwesend. Die mit Proteinen vy: 


bundenen Nucleinsaureteilchen erschweren auf zweierlei Weise di: 
Bindung de. Polysaccharide an die Proteine. Erstens durch di 
raumliche Belegung der Argininreste. DaB dabei das Absattigen de 
Argininreste das Zustandekommen der Polyosoproteide erschwert, ist 
im Falle des Glykogens sehr wahrscheinlich. Die basischen Protein: 
deren isoelektrischer Punkt (IP.) oberhalb des px des Zellinnern liegt 
kénnen mit dem Glykogen zwei bzw. drei Symplexarten bilden. Bei 
den Protaminen, deren Aminosauren-anzahl, besonders aber -art, sehr 
begrenzt ist, wirken fast ausschlieBlich die Argininreste bei der Ent 
stehung von Polyosoproteiden mit. Bei den Histonen treten noch 
‘'yrosin (9), vielleicht auch andere Aminoséuren in Aktion. 

Die Nucleinséure ist, wie durch Hammarsten (10) und unsere 
Untersuchungen (11) nachgewiesen wurde, besonders in Prota- 
minen (12), ausschlieBlich heteropolar gebunden. Die NH,- bzw 
NH-Gruppen der Argininreste sind mit den PO-Resten der Nuclein- 
sdure (NS.) verbunden. Dasselbe gilt teilweise fiir das Glykogen 
Dieses Polysaccharid kann aber auBer in heteropolare auch in neben- 
valenzartige Bindung mit den Argininresten treten (13). Wir wissen 
noch nicht, von welchem N des Argininrestes 

NH, 
C=NH 
NH—CH, 
die Restaffinitat stammt. Es ist aber sehr wahrscheinlich, daB sir 
nicht vom fiinfwertigen NH, stammt. 

Theoretisch kénnte, wenn keine raumlichen Hinderungen vor- 
liegen, derselbe Argininrest gleichzeitig mit NS. und Glykogen in 
Bindung treten nach dem Schema 

NH: ‘een ad 
C=NH 
NH—CH,—/... Glykogen. 


Bei bestimmten px, wo nicht alle Guanidinreste dissoziiert sind, 
kénnen die dissoziierten Gruppen mit der NS. und mit den PO’ des 
Glykogens, die nichtdissoziierten nebenvalenzartig an Glykogen ge- 
bunden sein. 
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Die Méglichkeiten anderer Kombinationen im Falle der Histone 
ind noch viel gréBer, und zwar wegen der Existenz von Verbindungen 
ler Polysaccharide mit dem Protein durch das Tyrosin. Aus obigen 
Grinden kann der SchluB gezogen werden, daB das Glykogen mit 
ler Nucleinséure um die Besetzung der bindungsfahigen Gruppen 
der basischen Proteine mehr (Protamine) oder weniger (Histone) 
konkurriert. Die Moglichkeit einer Entstehung von Polyoso- 
proteiden ist noch durch den Gelzustand des Nucleins erschwert. 
Viele freie, zu Polysacchariden Affinitat besitzende Aminosaure- 
reste kénnen somit nicht ausgenutzt werden 


Wir haben in unserem Institut eime Serie von Untersuchungen 
vusgefiuuhrt, um die Méglichkeit von Verbindungen zwischen basischen 
Proteinen und Polysacchariden bei NS.- Anwesenheit zu untersuchen. 
In dieser Arbeit werden die Ergebnisse derjenigen Versuche, in welchen 
Nucleinsaure (aus Hefe oder aus Heringsperma), Clupeinsulfat und 
Glykogen, Starke oder Dextrin in verschiedenen Konzentrationen 
miteinander vermischt wurden, mitgeteilt. Das pH war 7,0 bis 7,3. 
Die Versuche wurden in Ringerlésung ausgefihrt. 

Das Ciupeinsulfat bereiteten wir nach Cossel oder Schmiedeberg. 
Die in Ringerl6ésung gelésten Stoffe wurden miteinander vermischt, der 
entstandene Niederschlag abzentrifugiert und mit destilliertem Wasser 
vusgewaschen, dann getrocknet, gewogen und N und Glykogen nach 
Pfliiger bestimmt. Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus 4 bis 
5 Versuchen. 

Tabelle I. 
In allen Fallen wurden 250 mg Clupein bei px 7,3 und Nucleinséiure aus 
Heringsperma benutzt. 











Starke- 
G Ge- Gewicht gehalt 
samt NS rah sSamt- NS Starke ler 1es 
imen — KOR lamer P Ausfillung Niedet 
schlags 
ecem mg mg mg mg mg mg 
7D 35 450 107.5 90.5 75 0 500 720 RO* 
75 70 490 145,6 13,2 125 ) LODO LISO 80.3* 
75 141) 300 197.5 7,8 75 70 yi) 150* Li 
75 210 0 385 0 75 70 500 162*** 18 
75 289 0 435 0 
1D 350 i) 575 0) 
7D 0 509 687 S1* 
* Bei py 3 etwa 9 ** Zum Clupein wurde NS., dann Starke zugesetzt. ose Zum 


lupein wurde Starke und nach 1 Std. NS. zagesetz 


Die erhaltenen Resultate (Tabelle I und I1) beweisen, daB Sym- 
plexe aus Glykogeno-Nuclein nur bei bestimmten Komponenten. 
verhaltnissen méglich sind. 

Mit Glvkogen ausgefiihrte Untersuchungen zeigten, daB bei 
leineren NS.-Konzentrationen noch ein grofer Prozentsatz an Poly- 
kl NV S.-K trat } G P tsat Pol 
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saccharid im Niederschlag vorhanden ist. In den Systemen, in denen mit 
250 mg Clupein 25mg NS. und wechselnde Glykogenmengen ver 
mischt wurden, bildet das Glykogen 13 bis 26°, des Niederschlag 
Diese Versuche zeigen gleichzeitig, dap auch bei biologischem px i) 
Clupein mit Glykogen reagierende Gruppen anwesend sind. Schon be 
dem Verhaltnis Clupein: NS. 5:1 in der Ausgangslésung ist der 
Gehalt des Glykogens im Niederschlag stark vermindert. Wenn di 
Konzentrationen der erwahnten Komponenten gleich sind, bleibt kei: 
Platz fir das Glykogen. Das mit dem Nuclein ausgefallene Glykoge: 
kann somit nicht als mitgerissen angesehen werden. Es entstehen 
iiberall Gleichgewichte, die von den Konzentrationen der Kompo 
nenten abhangen. 3ei_kleinen NS.-Konzentrationen haben wi: 
sowohl in der Lésung als auch im Niederschlag die drei Komponenten: 
NS., Clupein und Glykogen. Das Glykogen vermindert die Menge dei 
Ausfallung. Die Konzentration des in Lésung gebliebenen Clupeins 
ist bei Glykogenzugabe gréBer als ohne Glykogen. Das Verhaltnis N: P 
im Niederschlag beweist, daB die Menge der NS. im Niederschlag 
durch Glykogen vermindert wird. 


Tabelle II. 
In allen Fallen wurden 250 mg Clupein bei pu 7,3 und Hefenucleinsiur 
angewandt. 





Gly- Gly- 
G ee koges- 1 Gewicht | “°E" 
re- Gly- Gewicht gehalt 1@- Aie: rewicdb gehalt 

samt- GT der pi samt- Re der des 

ren ve 
volumen xogen Ausfallung | yjeder- [Volumen open Ausfallung | Nieder- 
schlags schlags 


mg mg mg v ecm mg mg mg 


5 100 190 a | 85 50 = 500 240 
5 200 170 19.0 85 250 100 





2 
a 

SO QF 500 140 26.3 125 950 500 
5 


45 100 301 7.0 


Die angegebenen Zahlen beweisen, daB: 1. Glykogen, Clupein und 
NS., miteinander in bestimmten Verhaltnissen bei py 7 vermischt 
einen Symplex aus drei Komponenten geben. Die Symplexteilchen sind 
besonders bei kleinen NS.-Konzentrationen nicht alle gleich. Ein 
Teil von ihnen, der mehr NS. und weniger Glykogen enthalt, wird 
ausgefallt. Der andere, dee mehr Glykogen enthalt, bleibt in Form 
einer milchigen stark opalisierenden, nicht ausfallbaren Suspension 
oder einer klaren Losung zurtick. Wir konnten bei einer Mischung von 
250 mg Clupein + 25mg NS. in 50 cem, wobei ein Niederschlag 
entstand und die itberstehende Lésung ziemlich klar war, nac! 
Glykogenzugabe (500 mg in 10 ccm) ein teilweises Auflésen des 
Nucleins beobachten bei gleichzeitiger Verminderung des Prozent 
gehalts an NS. im Niederschlag. . Die nach dem Abzentrifugiere1 
verbliebene Lésung triibte sich dabei stark. 
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Nachdem v. Przylecki und Grynberg (8) gezeigt haben, dab 
zwischen NS. und Glykogen keine Affinitaten existieren, besitzt der 
reikomponenten-Symplex die Formel: Glykogen,,—Clupein—(NS.), 

Nach Zusatz von Glykogen zum Nuclein erfolgt ein Austausch: 
NS.) Clupein + y Glykogen -» (NS.),, Clupein Glykogen,, 

2(NS.) + y Glykogen,,. 

Der beobachtete Austausch spricht stark dafiir, daB bei py 7 
dieselben Gruppen des Clupeins durch Bindung an NS. und Glykogen 
belegt werden. 2. Die Affinitat der NS. zum Clupein ist viel gréBer 
als diejenige zum Glykogen. Der Dre ikom pone nte n-S ym ple x kann 
entweder bei kleinen NS.- Me ngen, also nur in Syste men, in we Ichen die 
mnwesende NS. nicht ausreicht, um alle Argininreste zu belegen, oder 
n denjenigen Systemen, in denen ein sehr groBer Glykogeniiberschup 
orhanden ist, existieren. Dies ist aber nur bis zu einem bestimmten 
Verhaltnis von Clupein zu NS. méglich. 

Bei groperen NS.-Konzentrationen, wie z. B. in einigen Sperma- 
kernen der Fische, kénnen keine Dre ikom pone nte n Syste me entstehen. 
Selbstverstandlich gelten unsere Schliisse nur fiir Symplexe mit 
Clupein als einzigem Protein. Sie kénnen wahrscheinlich auf andere 
Protamine iibertragen werden. Hingegen kénnen wir nicht auf das 
Verhalten von Symplexen mit Histonen schlieBen, die viel Tyrosin 
und weit weniger NS. enthalten, wie dies in den Kernen verschiedener 
Organe der Fall ist. 3. Das Glykogen kann bei bestimmten Ver- 
haltnissen der Komponenten den Dispersionszustand des Nucleingels 
baw. des Polyosonucleins andern, im Sinne,daB das Gel durch Hydration 
des anwesenden Glykogens mehr hygroskopisch dispergiert wird. Nach 
der Definition von Ostwald (14) fihrt das Glykogen das mehr dem 
Xerogel ahnliche Nuclein in das Hydrogel des Polyosonucleins tiber. 
Die erhaltenen Resultate sind in guter Ubereinstimmung mit dem 
histologischen Bildern, die Aurkiewicz (15) bei Eiern von Sphaere- 
chinus granularis erhielt. Aurkiewicz konnte bei Anwendung von 
Bestfarbung eine starke Anhéufung von glykogenahnlicher Substanz 
im Kern wahrend der Teilung beobachten. 


Das Clupein besitzt auch Affinitaten zum Dextrin. Dieses 


Polysaccharid unterscheidet sich vom Glykogen durch die Abwesenheit 


von Phosphor. Die Ladung des Dextrins ist viel geringer als diejenige 
des Glykogens. AuBerdem kann das Dextrin nur in nebenvalenzartige 
Verbindungen mit Clupein eingehen. Die Affinitaten von Dextrin 
zum Clupein sind geringer als von Glykogen zum Clupein, die gegen- 
seitige AbstoBung von NS. und Dextrin ist aber viel geringer als 
diejenige zwischen NS. und Glykogen. 

In dem Dreikomponenten-System NS.-Clupein-Dextrin verhalt 
sich das Dextrin etwas anders als das Glykogen. Bei kleinen NS.- 
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Tabelle ILI. 
In allen Fallen wurden 250 mg Clupein bei px 7,3 und Hefenucleinsau 
angewandt. 
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* Das Dextrin wurde nach 24stiindis n des Nucleins zugesetzt * Bei 


Konzentrationen enthalten die Niederschlige weniger Dextrin als di 
mit Glykogen erzeugten. Bei etwas gréBeren NS.-Konzentrationen 
aber, im Gegensatz zu den Befunden mit Glykogen, ist immer noch 
eine bestimmte Menge Dextrin im Niederschlag vorhanden (5 bis 6°, 

In einem Versuch wurde das Dextrin vor der NS., in dem anderen 
nur 24 Stunden nach dem Entstehen des Nucleins zugesetzt. In 
beiden Fallen bildete das Dextrin etwa 12.5°, des Niederschlags 
Es entsteht ein kinetisches Gleichgewicht, das von dem Dispersions- 
zustand der Komponenten unabhangig ist. 

Die mit Dextrin erhaltenen Resultate kénnen gleichzeitig als Beweis 
einer nebenvalenzartigen Bindung zwischen  phosphorfreien Poly- 
sacchariden und Argininresten bei py 7 gelten. Bei px 8,5 ist die Dextrin- 
menge im Niederschlag viel gréBer als bei pu 7,3. In dem System 
250 mg Clupein—50 mg NS.—500 mg Dextrin bildet das Polysaccharid 
bei pu 7,3 etwa 6°, und bei px 8,5 24,4°%, des Niederschlags. Diese 
Tatsache kann man teilweise als Beweis, daB das Dextrin sich mit 
nichtdissozierten Argininresten bindet, ansehen. 
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1) vw. Przytecki, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 113, 1935. 2) v. Przyteck 
u. Majmin, diese Zeitschr. 273, 262, 1934: 277, 1. 1935. - 3) AM ysthowski, 
ebenda 278, 240, 1935. 4) v. Przylecki u. Majmin, ebenda 271, 174, 1934. 
— 5) Siehe die nachstehende Arbeit. 6) Siehe auch die Arbeit von 
Mystkowski u. A. Stiller u. A. Zysman, im Druck. — 7) v. Przytecki, Frajberger 
u. Giedroyc; diese Zeitschr. 266, 107, 1933. 8) v. Przylecki u. Grynberg, 
ebenda 260, 395, 1933. 9) wv. Przytecki u. Rafatowska, im Druck. 
10) £. Hammarsten, diese Zeitschr. 144, 147, 151, 1924; Acta Med. Seand. 
LXVIII, 1928. 11) w. Przytecki u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 258, 79, 
389, 1933; 260, 395, 1933; 262, 224, 1933; 264, 334, 1933; 266, 107, 1933. 
12) A. Kossel, Protamine und Histone. Leipzig u.Wien, 1929. — 13) v. Przytecki 
u. VMajmin, diese Zeitschr. 277, 420, 1935. 14) Wo. Ostwald, Kolloid-Zeitschr. 
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Weiteres iiber kristallisierte und gelatinése Salze 
der Phosphoglycerinsiuren, 
Von 
C. Neuberg und W. Schuchardt. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


» 


Bei Versuchen mit der auf dem Garungswege gewonnenen d ( 3- 
Phosphoglycerinsaure haben C'. Newberg und .V. Kobel! aubBer dem von 
hnen? zuerst direkt kristallisiert erhaltenen sauren Bariumsalz andere 
kristallisierte Verbinduagen Cargestellt, wie das saure Cadmiumsalz und 
las saure Benzidinsalz. Diesem Barium- und Cadmiumsalz kommen die 
Formeln C,H,O; PBa — 2H,O und C,H,O; PCd + H,O zu. Das 
Benzidinsalz entspricht dem Typus des Cadmiumsalzes, da Benzidin 
ils einsdurige Base fungiert. Diese sch6n kristallisierten und leicht 
erhaltlichen Verbindungen besitzen fiir die Charakterisierung der 
optisch aktiven Phosphoglycerinséure ein Interesse. Ein solches kénnen 
iuch die merkwiirdigen gelatinésen Salze beanspruchen, die von den selben 
beiden Autoren beschrieben worden sind. Gelatinése Verbindungen, 
gréBtenteils als klare Glaser, entstehen mit Cobalt-, Zink-, Cadmium-, 
Mangano-, Ferro- und Uranyl-salzen. Nach G@. van Iterson jr.3, der unser 
saures Cadmiumsalz in kristallisiertem und gelatinédsem Zustande 
optisch untersucht hat, machen sich dabei tiberraschende und ungewéhn- 
liche Effekte von Doppelbrechung geltend. 

Die erwahnten Verbindungen auch das Eisen-2-salz, wenn unter 
Stickstoff aufbewahrt sind sehr lange haltbar, sie bleiben scheinbar 
Gele, selbst falls unter Umstanden mit der Zeit etwas Wasser von 
den Gallerten ausgepreBt wird. 

Es erhob sich die Frage, ob diese Verhaltnisse auch bei der race- 
mischen 3-Glycerinsdure- phos phorsdure obwalten, die inzwischen von 
W. Kiessling* auf synthetischem Wege bereitet ist, und dann, ob sie 
auch bei der von demselben Autor dargestellten isomeren race mischen 
2-Glyce rinsaure - phos phorsdure zutage treten. 

Ergeben hat sich folgendes: Die Neigung zur Bildung der gela- 
Racemat der 3- Phos phogl yce rin- 
in- 


tindsen Verbindungen ist bei dem 
siure weniger ausgepragt, als bei der optisch aktiven Form, 
sofern als nur beim Ferro-. Cobalto-, Cadmium-, Mangano- und 


Uranyl-salz die Erscheinung zu beobachten ist und der Eintritt der 


1 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 272, 461, 1934. 2 Dieselben, 


Zeitschr. f. angew. Chem. 46, 220, 1933; diese Zeitschr. 263, 219, 1933. 
§G.van Iterson jr.. Koninkl. Akad. van Wetenschappen Amsterdam 37, 
Nr. 7, 1934. 1 W. Kiessling, B. 68, 243, 1935. 
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294 C. Neuberg u. W. Schuchardt: 


Gelatinierung teilweise langere Zeit erfordert: beim Zinksalz konnt 
sie uberhaupt nicht wahrgenommen werden. Das ist nicht auf 
fallend, wenn man bedenkt, daB die Salze von aktiven und racemische) 
Sauren sich in vielen Fallen in bezug auf Kristallwassergehalt und 
hinsichtlich der Léslichkeit unterscheiden (typisches Beispiel: Unter 
schied zwischen d-weinsauren und d, l-weinsauren Salzen). 

Bei der d, 1-2-Glycerinsdure-phosphorsaure ist tiberhaupt di 
Neigung zur Bildung gallertartiger Salze sichtbar geringer, indem un: 
bisher nur die Darstellung der gelatinésen Uranylverbindung gelang 
Das Cadmiumsalz der 2-Saure fallt sofort in amorphem Zustande aus 
das Benzidinsalz dagegen ist herrlich kristallisiert und, soweit wit 
sehen, die schénste Verbindung dieser Ester-saure. Es bildet lange 
feine Nadeln, die zum Teil biischelartig vereinigt sind. Die Analys 
zeigt, dal} es demselben Salztyp angehért wie das ihm isomere Salz de1 
3-Phosphoglycerinsaure. 

Bemerkt sei noch, daB von der inaktiven Saure, auber dem von 
Kiessling erwahnten Silbersalz, kristallisierte Verbindungen nicht siche1 
bekannt sind; unser saures Benzidinsalz und Bariumsalz kristallisieren 
leicht und sch6n. Das saure Bariumsalz der synthetischen! d, ]-Phospho- 
glycerinséure, das vor Jahren von WV. Vogt? beschrieben worden ist, aber 
vielleicht von einem Isomerengemisch abstammt, war ebenfalls 
kristallisiert. 

Die zu den Versuchen benutzten neutralen Natriumsalzlésungen det 
racemischen 3- und 2-Phosphoglycerinséure wurden aus den Barium 
salzen durch Umsetzung mit H,SO, und Zugabe der berechneten Meng: 
Natronlauge bereitet. Die d, 1-2-Phosphoglycerinsaure wurde nach 
Kiessling dargestellt und ins neutrale Bariumsalz verwandelt. Dieses 
wurde durch Lésen in verdiinnter H Br und Neutralisation mit NaOH 

. wieder ausgefallt und durch Wiederholung dieser Operation so lang: 
gereinigt, bis Analyse, Kohlensdure-entwicklung mit Hefenmazerations 
saft und Brenztraubensaure-bildung mit Kaninchen-muskelextrakt di 
theoretischen Werte ergaben. 

Das Verhaltnis P: Ba berechnet sich fiir das neutrale Bariumsalz 
der Phosphoglycerinsaure zu 0,1506; gefunden ist 0,1520. 

Da das Silbersalz der d, 1-3-Phosphoglycerinséure wechselnd: 
Mengen phosphorsaure-haltiger Verunreinigungen einschloB, versuchter 
wir zu einem kristallisierten Bariumsalz dieser Saure zu kommen. Sein 
Darstellung gelang auf folgende Weise: 

Kiner durch Zerlegung des Silbersalzes der d, 1-3-Phosphoglycerin 
siure mit der berechneten Menge Natriumchloridlésung bereitete: 
ungefahr m/5 neutralen Natriumsalzlésung wurden !/, ihres Volumen: 


CC. Neuberg, F. Weinmann u. M. Vogt, diese Zeitschr. 199, 248, 1928, 
2 M. Vogt, ebenda 211, 1, 1929. 
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isessig und 14/, ihres Volumens 50°, ige Bariumacetatlésung hinzu- 
vefiigt. Nach kraftigem Anreiben bildete sich beim Aufbewahren im 
isschrank innerhalb | bis 2 'Tagen eine Kristallkruste von Drusen, die 


is analysenreine saure Bariumsalz der d, |-3-Phosphoglycerinsaure 
urstellen und wie die aktive Komponente 2 Mol H,O enthalten!. 
frocknung im Hochvakuum bei 56°. 


4,616 mg Substanz: 1,695 mg CO, und 1,040 mg H,O. 


22,840 ,, ‘s 133,760 mg Ammonium-phosphor-molybdat und 
14,670 mg BaSQ,. 

( H,O,P Ba + 2H,0. Ber.: C 10,07, H 2,54, P 8.68, Ba 38,43 9%: 

(357,51) gef.: C LO,O1, H 2.52. P S51, Ba 37,80 %. 

Die Analysen und namentlich das Verhaltnis P: C = 0,85 (theoretisch 


0.86) zeigten klar, daB nicht etwa Phosphoglykolsiure vorlag; bei dieser 
t 2. Bw. 2 C 1,29. 

Ferner wurden sowohl von der d, 1-3- als von der d, ]-2-Phospho- 
glycerinsaure kristallisierte Benzidinsalze dargestellt. Zu diesem Zweck 
wurden 1 cem m_ 10 neutrale Natriumsalzlésung der 2- bzw. 3-Phospho- 
glycerinséure mit 3 ccm m 20 Benzidin-dichloridlésung gefallt. Wahrend 
das Salz der 3-Phosphoglycerinsaure in kleinen Nadeln kristallisiert, 
fallt die isomere Verbindung in viel gréBeren, gut ausgebildeten, seidig 
glinzenden Nadelbiischeln aus. (Die verwendete Benzidin-dichlorid- 
lésung triibte sich beim Verdiinnen mit Wasser nicht.) 

Fir die Analysen wurden beide Benzidinsalze im Exsikkator 
getrocknet. 

a) Benzidinsalz der d, l-2-Phosphoglycerinsaure. 


5,038 mg Substanz: 10,185 mg CO, und 2,600 mg H,O 


2,892 ,, ne 0,242 cem N, (23°, 755 mm). 
20,7 - * 96,5 mg Strychnin-phosphor-molybdat. 
C,;H.O,P(C,,.H,,N.). + 2H,O. Ber.: C = 54,88, H = 5,98, N = 9,50, 
(590,35) P 5,28 %; 
gef.: C = 55,14, H 5,78, N = 9,58 
P = 5,22 


b) Benzidinsalz der d, 1-3-Phosphoglycerinsiure. 


4,938 mg Substanz: 10,425 mg CO, und 2,420 mg H,O. 


SOO] .. - 0,263 cem N, (23°, 755 mm). 
21,8 oF =e 106,4 mg Strychnin-phosphor-molybdat 
C;H,O,P(C,,H,.N.). + %H,O. Ber.: ¢ 57,52, H = 5,73, N = 9,95, 
(563,33) y 5,5] 
gef.: C 57,58, H 5,48, N 10,038, 


P = 5,46 
Bei den Benzidinsalzen fallen die Werte fiir H, naturgemiB etwas zu 
niedrig aus, da bei der Verbrennung nicht P,O,;, sondern Phosphorsaure 
entsteht. 


C. Neuberg u. M. Kobel, Zeitschr. tf. angew. Chem. 46, 711, 1933. 








C. Neuberg u. W. Schuchardt 
Sodann wurde das Verhalten der Natriumsalzlésung beider Saur 
gegeniiber Ferro-, Cobalt-, Zink-, Cadmium-, Mangano- und Uranyl-sa 
gepruit. 


» 


Figt man zu zwei Teilen einer m2 Tri-natriumsalzlésung d: 


d, 1-3-Phosphoglycerinséure drei Teile m2 Ferrosulfat-losung, so bildet 


sich bei LuftausschluB innerhalb weniger Minuten ein fast farblos 
durchsichtiges Gel, wahrend mit der 2-Verbindung weder ein Niede 
schlag noch ein Gel auftritt. 

Dagegen gibt eine m2 Lésung des d, |-3-phosphoglycerinsaurt 
Natriums mit der berechneten Menge 2 mol. Cobaltochloridlésung ein 
flockigen Niederschlag; nach mehrstiindigem Stehen erstarrt jedoch di 
ganze Suspension gelatinés. Mit der 2-Verbindung erhalt man kein 
Fallung und kein Gel. 

3eim =ZusammengieBen einer * , mol. Zinkacetatlésung mit der 


aquivalenten Menge m 2 neutraler Natriumsalzlésung der d, 1-3-Phospho- 


glycerinsdure entstehen einzelne gelatinése Flocken, die sich sofort wieder 


lésen. Nach einigen Minuten bildet sich eine milchige, dickliche Sus- 


pension. 
Bei Zugabe von Zinksalz zur 2-Verbindung bleibt die Lésung klar 


Beim Vermischen einer m/4 Lésung von neutralem Natriumsalz 


der d, 1-2- bzw. d, 1-3-Phosphoglycerinsaure mit der berechneten Meng 
m/2 Cadmiumacetatlésung tritt ein gelatinéser Niederschlag auf. Meh: 
stiindiges Stehenlassen fiihrt beim 3-Derivat zu einer triiben Gallert« 

Wahrend ein Teil m2 Tri-natriumsalz der d, 1-2-Phosphoglycerin 
siure mit zwei Teilen */. mol. Manganosulfat-lésung weder einen Niedet 
schlag noch ein Gel bildet, tritt beim Mischen der Lésungen bei de? 
3-Verbindung zuerst ein farbloser Niederschlag auf, der sich beim Um- 
schiitteln rasch wieder lést. Nach 15 bis 30 Minuten ersc_eint dann en 
opaleszierendes, nahezu farbloses, ieicht getriibtes Gel. 

Alle die genannten Phanomene offenbaren sich, wenn die Ingre- 


dienzien bei Zimmertemperatur zusammentreffen. Beim Uranylsalz 


arbeitet man in der Warme. 
7,5, Teile m,10 Uranylacetatlésung werden zum Sieden erhitzt und 
1 Teil m 2 Lésung des Natriumsalzes der d, |-2- bzw. 3-Phospho 


+ 


glycerinsiure hinzugefiigt. Beide Lésungen erstarren nach kurzer Ze! 


zu klaren gelbgriinen Gelen. Wahrend das des 3-Derivats auBerordent- 
lich bestandig ist, verfliissigt sich das der 2-Verbindung allmahlich beim 
Aufbewahren. 

Erwahnt sei noch, daB in Mischungen von m/2 neutralen Na 
Salzlésungen der d (—) 3-Phosphoglycerinsaéure bzw. d, 1-3-Phospho 


+ 


glycerinsiure mit m,2 d, ]-2-glycerinphosphosaurem Natrium (meis 
im Verhaltnis von 1: 1, immer jedoch im Verhaltnis 2: 1) mit den obiger 


anorganischen Salzlésungen Gele entstehen. 
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[ber den spezifischen Einflu6 des Zinks auf die Dismutation 
des Methylglyoxals. 
Von 
€. Neuberg und M. Kobel., 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem. 


Seit Raulin 1869 seine Untersuchungen iiber den giinstigen EinfluB 
von Zink-ionen auf das Wachstum bestimmter Pilze mitgeteilt hat. sind 
viele Beitrage zu dieser Frage ver6ffentlicht worden. Worauf der Effekt 
des Zinks beruht, ist nicht aufgeklart. Begriffe wie Stimulation be- 
sagen nichts tiber den Mechanismus; in letzter Linie mu er chemische 
Ursachen haben, die sich im Stoffwechsel der Mikroben auspragen. 


Uber besondere Wirkungen des Zinks liezen einige Untersuchungen 
or, die man fiir eine Deutung heranziehen konnte. Hierher gehért z. B. die 
m A. Windaus und F. Knoop’ testgestellte Tatsache, daB Zinkhydroxyd- 
{mmoniak einen komplizierteren Abbau des Zuckers zur Folge hat, bei der 
lie Spaltungsprodukte Formaldehyd, Acetaldehyd und Methylglyoxal mit 
Ammoniak zu Imidazol-derivaten cyclisch zusammengeschlossen werden. 
Diese Synthese vollzieht sich bei mehrmonatlicher Digestion der Ingredien- 
rien. B. J. Sjollema und A.J. H. Kam? sowie K. Bernhauer*® haben sodann 
vezeigt, daB die Reaktion schneller ablauft, wenn man an Stelle des Zuckers 
von vornherein seine Zerfallsprodukte Methylglyoxal und Formaldehyd 
verwendet; dann entsteht rasch z-Methyl-imidazol. Die Angabe von 
S. Kostytschew+*, die unter Umstanden hatte in Betracht gezogen werden 
<Onnen, namlich die Behauptung, daB die Vergérung des Zuckers in Gegen 
wart von Chlorzink zu einer verstarkten Bildung von Acetaldehyd fiihren 
solle, indem unter der Wirkung des Zusatzes der Acetaldehyd durch 


Polymerisation vor weiteren Umsetzungen bewahrt wurde, hat sich als 


urtiumlich herausgestellt®, zumal die benutzten diimnen Lésungen von 
Zinkchlorid, das zudem vom EiweiS gebunden wird, tiberhaupt keine 
Kondensation veranlassen. 

Eine Wirkung der Zink-ionen wird in biologischen Versuchen durch die 
vergrOoBerte Ausbeute an geerntetem Pilzmaterial gemessen®. Jedoch liegen 
iuch Untersuchungen vor, die iiber eine Anderung im Chemismus der von 
len Mikroben ausgelésten Stoffwechselvorgange berichten. So hat H.Séding? 
gezeigt, daB in den zinkhaltigen Kulturfliissigkeiten wachstumsfordernde 


Stofte auftreten. 


A. Windaus u. F. Knoop, B. 3S, 1166, 1905; A. Windaus, B. 34, 


3886, 1906; 40, 799, 1907; vel: auch K. Inouye. B. 40. 1890, 1907: W. Léd, 
liese Zeitschr. 12, 96 u. 471, 1908. 2 B. J. Sjollema u. A.J. H. Kam, 
Chem. Centralbl. 1917, I, 310. K. Bernhauer, H. 183, 67, 1929 
1S. Kostytschew, H. 79, 130, 1912. 5 ('. Neuberqg u. J. Kerb, diese 
Zeitschr. 43, 494, 1912; 58, 158, 1914; 64, 251, 1914: H. Kumagawa, ebenda 
121, 150, 1921. — © P. Manceau, C. r. Soc. biol. 110, 320, 1932. 


H. Séding, Planta 6, 482, 1928 








298 C. Neuberg u. M. Kobel: 


Wenn man sich diese Verhaltnisse vergegenwattigt, so konnen sie nic) 
ohne weiteres einfach durch verstarktes Wachstum der Mikroorganism: 
erklart werden. Anhaltspunkte fiir eine Deutung findet man in einer A! 
handlung von F’. Wrede!; er bringt die Produktion von Prodigiosin, de 


roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus, mit einer Zinkkomplex-salzbilduny 


des Pyrrolderivats in Zusammenhang, das durch den Erreger erzeugt wir 
DaB anderen Py rrolabkémmlingen, insbesondere solchen der Chlorophy 
und Hamin-reihe, Affinitat zum Zink eigen ist, weiB man seit v. Nencki w 
Marchlewski*. 


Auf einen enzymatischen Vorgang, der mit der Zinkwirkung in Z 
sammenhang gebracht werden kann, hat A. Linderstrém-Lang*® die Aut 


merksamkeit gelenkt. U.a. hat W. Butkewitsch* ein vermehrtes, bei ge- 


steigerten Zinkdosen verringertes Auftreten von einfachen Phenolkérpe: 
bem Abbau der Chinaséure durch Pilze beobachtet. 


Im folgenden beschreiben wir einen sehr deutlichen Effekt des 


Zinkcarbonats bzw. Zinkoxyds auf die Dismutation des Meth ylglyoxals, de 


vielleicht deshalb Interesse verdient, weil, wie vorhin erwahnt, nicht 
nur die Bildung des (in Methyl-imidazol tibergehenden) Methylglyoxals 


aus Zucker durch Zinkverbindungen erzwungen werden kann, sonder 
weil auch, wie sich jetzt zeigt, eine leichte Umwandlung des Methy 
glyoxals in Milchsaéure erfolgt. Die Spezifitat der von uns benutzte: 
Zinkverbindungen gibt sich im Vergleich mit Calciumcarbonat zu 1 
kennen. Bei den gewéhnlichen enzymatischen Dismutationsversuche) 
verwendet man nach den Erfahrungen des hiesigen Instituts® zweck 
mafig Calciumearbonat bzw. Calciumbicarbonat, da es in der kurze1 


Zeit, in der die Oxydoreduktion vollzogen wird, das Substrat bei 37" 


nicht oder kaum angreift. Der naheliegende Gedanke, bei diesen Ver 


suchen statt des Calciumearbonats kohlensaures Zink zu beuutzen, um 
direkt Zinklactat zu gewinnen, lieB sich nicht in die Tat umsetzen, weil 


die Zinkverbindungen das Methylglyoxal an sich bereits in Milchsaéur 
iberfiihren. 


Unter den von uns vorgenommenen modellmaBigen Versuchen 


(ohne Ferment) entsteht mit Calciumearbonat nur wenig Milchsaur 
dafiir treten andere Umwandlungsprodukte des Methylglyoxals auf, dir 


eine starke Reduktionskraft gegen Fehlingsche Lésung auBern. Auf 


diese spricht Methylglyoxal nicht oder unsicher an" ‘ (F. Fischler und 
J. Reil®), Von K. Bernhauer und B. Gérlich* stammt der beachtenswerte 


F’. Wrede, H. 210, 125, 1932. * Siehe hierzu PR. Willstdtter 
A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, bei Jul. Springer, 1913, 

K. Linderstrom-Long, H. 224, 121, 1934. 4 W. Butkewitsch, dies: 
Zeitschr. 145, 453, 1924. 5 Siehe die Zusammenfassung von C. Ne 
berg u. E. Simon, ,,.Ketonaldehydmutase™ in Abderhaldens Handb. d. biolo- 
Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 2, S. 2225, 1935. 6 F. Fischler u. J. Re 
diese Zeitschr. 227, 141, 1930. 7 kK. Bernhauer u. B.Gérlich, ebend 


212, 452, 1929. 
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fund, daB der Ketonaldehyd bei Behandlung mit Calciumearbonat 
ne stark reduzierende Verbindung liefert, wahrscheirlich Glycerin- 
dehyd, der weiter zu Hexose kondensiert wird 

Bei der Einwirkung von KCN aut Methviglyoxal (O. Wevyerhof! 

Ariyama*) entsteht u.a. auch reduzierende Substanz, die nach C. V. 
Smythe® 6 Kohlenstoffatome enthalt und durch eine Benzoinkondensation 
zeugt zu sein scheint. 

Ganz anders wirkten Zinkcarbonat und Zinkoxyd. Zwar liefern 
uch sie kleine Mengen reduzierender Substanz (s. experimentellen Teil), 
ils Hauptprodukt erhalt man jedoch im Falle des Zinkcarbonats Milch- 
saure, und zwar bis zu 76°, der theoretisch méglichen Menge. Beim 
Zinkoxyvd war der Ertrag an Milchséure etwas geringer (bis 60°,). 
Dabei wird, genau wie bei Verwendung von Zinkearbonat, in ver- 
dinnten Lésungen prozentual mehr Milchsdiure und weniger redu- 
zierende Substanz als in konzentrierteren Lésungen hervorgebracht. 

Beim Calciumearbonat ist der Milchsaure-ertrag ganz wesentlich 
geringer, er macht nur 13 bis 22°, der in den Zinkcarbonatversuchen 
erzielten Mengen ai Daf Unterschiede zwischen den Erdalkalisalzen 
bei ihrer Einwirkung auf Zuckerarten obwalten. ist durch das Studium 
der Saecharinbildung lange bekannt. Hinzukommt, daB die Hydroxyl- 
ionen-konzentration ungleich war, obwoh! die von uns gewahlten 
Zusatze als Bodenkérper im UberschuB in der Reaktionsfliissigkeit 
vorhanden waren; das py war bei den Versuchen mit den Zinkver- 
bindungen rund 6, bei denen mit Calciumearbonat etwa 7. 

Die mitgeteilten Befunde lehren, daB Zinkverbindungen auf die 


Umwandlung eines Stoffwechselproduktes aus der Kohlenhydratreihe 


einen spezifischen EinfluB ausiiben, indem sie in vitro bei héheren 


Temperaturen und bei 37° den Ubhergang des Ketonaldehyds in Milch- 
siure spezifisch beschleunigen. 


Anhancsweise berichten wir uber Versuche, die in analoger Weise mit 
Bisulfitverbindung vom Calciumsalz der Dioxyaceton-phosphorsaure an- 
vestellt sind. Beim Erwarmen ihrer Lo6sung mit ZnCO, und CaCQ, wird 
lie SO, wohl an die Basen dieser Carbonate gebunden. Die Dioxyaceton- 
phosphorsaure wird teilweise, vermutlich in dem MaBe umgesetzt, wie sie in 


Methylglvoxal tibergeht. 


i. Kinwirkung von Zinkearbonat sowie von Calciumearbonat auf 0,1°,ige 
Methylglyoxallésungen bei 37°. 


Je 1 Liter 0,1009°.ige Methylglyoxallésung wurde mit 10g Zink 
arbonat bzw. 10 ¢ Calciumearbonat und 5ecem Toluol bei 37° digeriert. 
Zu Beginn und zu den in Tabelle Ll angegebenen Zeiten wurden Bestimmunygen 
der Wasserstoffionenkonzentration sowie des Methylglvoxals vorgenommen. 


O. Meyerhot, diese Zeitschr. 109, 432, 1925. - * 4. Ariyama, J. of 


, 


DIOL, hem. (eR 354, 1928. ( V. Sm ythe, B. 60, 819, 1932. 
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Die Ermittlung des in der Lésung noch vorhandenen Methylglyoxa I 
veschah anfangs nur durch Behandlung mit Jod und Natronlauge in dé Ox 
Kalte und Riicktitration des unverbrauchten Jods nach Fischler un rgibt 
Boettner', spater auch durch Wagung des in Alkohol praktisch unlésliche , de 
Methylglyoxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazons. Von der Di-nitropheny I 
hydrazinfallung der mit CaCO, gekochten Versuchslésung war ein grol} sand 
Teil in heiBem Alkohol sehr leicht léslich. suns 

Nach 17-, 23- und 34tagiger Versuchsdauer wurden auch Bestimmunge 68.5 9 
der gebildeten Milchs&ure nach Friedemann, Cotonio und Shaffer? vor 13.6% 


genommen. Am 17. Versuchstaze reduzierte die LOsung des Zinkearbonat 
ansatzes noch nicht, die des Calcitumcarbonatversuchs jedoch stark. Di >. Ei 
Milchsaéurebestimmungen wurden daher beim Zinkearbonatversuch in de 
vorliegenden Lésung, beim Calciumearbonatversuch nach voraufgezangene 
Fallung mit 2, 4-Di-nitrophenyl-hydrazin und Behandlung mit Kupfer 





sulfat-Kalk ausgefiihrt. Am 23. Versuchstage reduzierte auch die LoOsun irbo 
des Zinkearbonatansatzes schwach, so daB beide Versuchslosungen zu etru, 
Milchséure-bestimmung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Kupfer-Kalk versu 
vorbehandelt wurden. Die gefundenen Milchsauremengen sind in 7T'aelle / 
angegeben. uiIVOX 
Tabelle 1. pare 

war. 

de Methylglyoxal, liesel 

Scheinbarer Heenrle. pont @ Milchsdure- 

Methylglyoxal- Wicung des ausbeute, ent hi 

a gehait, Bis-di-nitro- ee berechnet auf Meth: 
Zeit Pu bestimmt durch eng Milchsdure das angewandt¢ . ; 

Jodtitration hydrazons Methylglyoxal abgel 

nt 0 fallun 

: \ 

ZnC Os-Ansatz. carbo 

Zu Beginn 6.4 0,1009 7 0 . 7 
Nach 2 Tagen 6.4 0,0698 —_ - : carbo 
oS oe 6,3 0,0495 -- -- — behar 

a 6,15 0,0360 — — 14st 

we 979 : : win 2 
11 . 6,15 0,0272 idiom 
a 6,1 0,0224 — - 

: : : wand 
1S. “es 6,1 0,0181 - 
ie 6,1 0.0153 . ee 

— es 6.1 0.0135 _— 0.0825 65.4 4 
SPN 6,1 0,0126 0,0022 0.0852 67.6 ansat 

a ae 6,1 0.0087 0 0.0864 68.5 Milch 
CaC Oz,-Ansatz. aut 7 

Zu Beginn 2 1.1009 : 0) : 
Nach 2 Tagen 2 0.0792 - — rUrter 

i: Leg 3 0,0726 — ; : Vergl 
i] 2 0.0660 - “= ( 
11 3 0,0615 a 

ee 0.0629 . ones 


0.9562 - 


Oo OO Go GO 


0.022 





J 0.0560 — - _ 
i : 0,0548 0,0155 12,3 glyox 
ie 3 0.0540 0.0086 0.0166 13,2 
ms 3 0.0403 0,0077 0.0171 13,6 3. Ve 
| F. Fischler u. R. Boettner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 74, 28, 192s. 
2 Th. BE. Friedemann, M.Cotonio u. Ph. A. Shaffer, J. of biol. Chem \ 
48, 335, 1027. gedie 
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Der Vergleich der durch Titration und durch Wagung des Methyl 
\oxal-bis-2, 4-di-nitrophenylhydrazons bestimmten Methvlglyoxalmengen 
gibt, daB die Titrationszahlen erheblich zu hoch sind, dai also eine andere, 
der Kalte Jod verbrauchende Substanz gebildet worden war. 

Da eine 0,1009°,ige Methylglyoxal-l6sung bei vollkommener Um- 

vandlung des Methylglyoxals in Milchsaure eine 0,126 ° ige Milchsaure 
sung geben kénnte, waren in dem Zinkcarbonatversuch nach 34 Tagen 


68.56%, der theoretisch méglchen Menge, im Calciumearbonatansatz nut 
13.6°, der theoretisch méglichen Menge Milchsaure entstanden. 


2. Einwirkung von Zink- bzw. Caleiumearbonat auf 0,1°,ige Methylglyoxal- 
lésungen in der Siedehitze. 


Je 600 cem 0,096 °vige Methylglyoxal ldsung wurden mit 6g Zink 
irbonat bzw. 6 g Calciumearbonat unter RiickfluB gekocht. Das Anfangs-pu 
etrugim Zinkearbonatversuch wieder (vgl. Tab. 1) 6,35, im Caleitumearbonat 

versuch 7,2, das End-py im Zinkearbonatversuch nach 1!. Stunden 5,7. 

Der Zinkcarbonatansatz war nach | Stunde schon praktisch methyl- 
ulyoxalfrei; der Versuch wurde nach 90 Minuten abgebrochen, als der schein 
bare Methylglyoxalgehalt nach dem Jodverbrauch auf 0,003 °, gesunken 
war. Eine Fallung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in der Kalte trat in 
lieser Versuchsl6sung dann nicht mehr ein. Der Caleitumecarbonatansatz 
enthielt nach 1 Stunde gemaB der Jodtitration scheinbar noch 0,027 °, 
Methylglvoxal. Dieser Wert hatte sich nach 2 Stunden, als der Versuch 
abgebrochen wurde, nicht geandert. Die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
fallung aus dem Caleiumearbonatversuch wurde hier nicht naher untersucht. 

Nach 1!. bzw. 2 Stunden reduzierte die Fliissigkeit des Zink 

carbonatansatzes nicht, die des Calciumcarbonatversuchs ziemlich stark. 

Zur Milchséurebestimmung wurde deshalb die Flissigkeit des Calcitum- 

carbonatversuchs wieder mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Kupfer-Kalk 
behandelt: dadurch wurde die reduzierende Substanz entfernt. Nach 
ecarbonat enthielt die Lésung 0,092°,, Milchsaéure. Da bei 100°,iger Um- 
wandlung des Methylglyoxals in Milchsaure 0,12 °, Milchsaure hatten ent- 


l',stiindigem Kochen der 0,096 ° igen Methylglyoxall6sung mit Zink- 


stehen kénnen, so betrug die Ausbeute 76,7 ° >. 

Nach Einengen von 400 cem der filtrierten L6ésung des Zinkearbonat 
ansatzes schieden sich 0,655 g kristailisiertes d, l-Zinklactat aus, die 0,396 g 
Milehsaure entsprechen. Danach belief sich also der Ertrag an Milchsaure 
auf 82,5°, der theoretisch moglichen Menge. 

Nach Umkristallisation aus Wasser wurde das Salz analysiert. 0,1501 g 
lufttrockenes Salz gaben bei 110° 0,0271g¢ H,O ab und lieferten beim 
Vergliihen mit etwas Salpetersaure 0.0411 ¢ ZnO. 

(C,H,O,).Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 18,18%, ZnO = 27,35; 

| gef.: H,O 18.05%, ZnO 27,38 %. 

Der Calciumearbonatansatz enthielt nach zweistiindigem Kochen 

0,0222 g Milchsaiure. Die Ausbeute, berechnet auf angewandtes Methyl- 


glyoxal, betrug also 18,5 °,. 
3. Verfolgung der Kinwirkung von ZnO, ZnCO, sowie CaCO, auf reinstes 
Methylelyoxal. 
Wahrend zu den vorher beschriebenen Versuchen Methylglvoxall6sungen 
gedient hatten, die durch Destillation von nicht ganz reinen Dioxyaceton 
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l6sungen mit Schwefelséiure nach Newberg, Fdrber, Levite und Schwen 
erhalten waren, wurde hier reinstes Methylglyoxal verwendet, das dur 
Dehydratisierung von reinem Didxyaceton mit Phosphorpentoxyd nai 
Fischer und Feldmann? und zweimalige Rektifikation im Vakuum bereit: 
worden war. 

Je 400 com 0,0953 °ige Methylglyoxall6sung wurden a) mit 5g ZnO 
b) mit 5g ZnCO, sowie c) mit 5g CaCO, unter RiicktluB gekocht. Nac! 
1, 2 und 3 Stunden wurden die Versuchsgemische abgekiihlt und Probe: 
entnommen zur Bestimmung des px, des Gehalts an Methylglyoxal und a 
Milchsaéure. Durch Oxydation mit Jod und Natronlauge in der Kalte un 


Aiicktitration des nicht verbrauchten Jods wurde in den Versuchen mit 
ZnO und CaCO, wieder ein zu hoher (scheinbarer) Methylglyoxalgehalt 


gefunden. Die Lésung des Zinkcarbonatversuchs ergab schon nach | Stund 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin keine Fallung mehr. Die Di-nitropheny 
hydrazinfallungen der CaCQO,-Versuchsgemische lésten sich zum gr6Bte1 
Teil in Alkohol, und ebenso verhielt sich die 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
fillung aus dem Zinkoxydversuch, der drei Stunden gekocht war. 


Zu Beginn reduzierten alle drei Versuchsl6sungen Fehlingsche Mischung 


nicht. Bei Kochen mit ZnCO, konnte auch zu keiner Zeit Reduktions 
vermogen festgestellt werden. Die beiden anderen Versuchsgemische, ins 


besondere der Calciumcarbonatansatz, zeigten jedoch schon nach | Stunde 


starke Reduktionswirkung gegentiber der Fehlingschen Mischung. 


Die Milchsaéurebestimmungen wurden im ZnCO,-Ansatz direkt in det 
filtrierten Fliissigkeit vorgenommen; die beiden anderen Versuchslésunge: 
wurden dazu erst nach Fallung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Kupfe: 
Kalk verwendet. Am Ende der Versuche gaben alle drei L6sungen bei der 
4-Naphtholreaktion keine Violettfarbung mehr, die noch bei einer 0,001 ° ,iges 
Methylglyoxallésung deutlich ist, im tbrigen aber bald verblaBt. 

Die analytischen Daten sind in Tabelle IJ zusammengestellt. Die mit 
Zinkearbonat gekochte Lésung war farblos geblieben, die mit Zinkoxyd 
gekochte hatte sich ganz schwach gelb gefarbt, die mit CaCO, erhitzte wa 
dagegen dunkelbraun geworden. 


4. Isolierung der aus reinstem Methylglyoxal gebildeten Milchsiure. 


a) 600 ccm 0,0914° ige Methylglyoxallésung wurden mit 6g ZnCO 
1 Stunde gekocht. 


b) 1100 cem 0,0914 °oige Methylglvoxall6sung wurden mit 11 g CaCO 
2 Stunden gekocht. 


Lésung a reduzierte bei Beendigung des Versuchs nicht, Lésung b 
stark. Bestimmungen des scheinbaren Methylglyoxalgehalts durch Jod 
titration ergaben in Versuch a nach | Stunde 0,0018 °,, scheinbares Methy! 
glyoxal, in Versuch b 0,0279°,. In Lésung a erzeugte 2, 4-Di-nitropheny! 
hydrazin keine Fallung; der Di-nitrophenylhydrazin-niederschlag von 
Ansatz b léste sich fast ganz beim Waschen mit Alkohol. Aus 960 cem 
Versuchslésung b wurden nur 8 mg in Alkohol unléslichen Niederschlag- 
erhalten. Die in Lésung a direkt durch Oxydation mit Permanganat aus 
gefiihrte Milchsaurebestimmung ergab einen Gehalt an Milchsaure vor 


LC, Neuberg, E. Fdrber, A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 83, 
262, 1917. 2 -H.O. L. Fischer u. L. Feldmann, B. 62, 864, 1929. 
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Tabelle II. 





Methylglyoxal, 


Scheinbaret bestimmt durch 


Milchséure- 









Methylglvyoxal- Wigung des ausbeute, 
Fo gehalt, Bis-di-nitro- Milchetnrea berechnet auf 
Zeit PH bestimmt durch phenyl- Milchséure das angewandte 
Jodtitration hydrazons Methylglyoxa 
Zn O-Ansatz 
Zu Beginn 6.0 0.0953 0.0959 0 
Nach 1 Std. 6.0 0.0288 0.0094 0.0603 50.6 
a 6,0 0.0144 0.0050 0.0584 57.4 
ce 6.0 0.0144 0,0023 0.0720 60,5 
ZnC Og-Ansatz. 
Zu Beginn 6,1 0.0953 0 — 
Nach 1 Std. 5.8 QO 0,086 74.4 
, Df 0 0 0.0886 74.4 
CaC O.-Ansatz. 
Zu Beginn 7.1 0.0953 0 
Nach 1 Std. 6,2 * 0,0270 0.0069 0,0194 16,3 
= 2 6.0 * 0.0243 0.0015 0.0196 16.5 
oS « 6,0 * 0.9234 0.0007 0.0198 16.6 
* Da die Lisung sehr dunkel war, wurde die kolorimetrische pq-Bestimmung nach 


Schiitteln mit Tierkohle ausgefiihrt. 


0.O871°,, d.h. 76,3°, der theoretisch méglichen Menge (berechnet aut 
angewandtes Methylglyoxal ° 


Zur Isolierung der Milchsaiure aus dem ZnCO,-Versuch wurden 500 cem 
filtrierte Lésung auf dem Wasserbad eingedampft. Erhalten wurden 
0.7642 g kristallisiertes d, l|-Zinklactat, die 0,462 g Milchsaure entsprechen; 
die Ausbeute betrug demnach 81 > Nach Umikristallisation aus Wasser 
wurde das Salz analysiert. 0,1497 g lufttrockene Substanz gaben 0,0269 2 
H,O ab und lhieferten 0,0412 ¢ ZnO. 


(C;H;0;).Zn + 3H,O. Ber.: H,O = 18,18%, ZnO = 27,35° 


midge 


gef.: H,O 17,97 %, ZnO 27,50 ° 


o* 


In Ansatz b wurde die Milchséurebestimmung wieder nach Ausfallung 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Kupfer-Kalk vorgenommen. Nach der 
Methode von Friedemann, Cotonio und Shaffer wurden in der Lésung 
0,0189°, Milchsaure festgestellt; die Ausbeute betrug also nur 16,6 ° 


Zur Isolierung der Milchsaéure aus diesem Versuchsgemisch wurde das 
Filtrat nach der Ausfallung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in schwefel- 
saurer Losung und Behandlung mit Kupfer-Kalk (bei Neutralisation mit 
Baryt) sowie nach Entfernung des Calciums und Bariums (es enthielt dann 
Spuren von Oxalséiure und Schwefelsiure) mit Bleicarbonat gekocht. Nach 
vollstandiger Neutralisation wurde in der Kalte filtriert, mit Schwefel 
wasserstoff entbleit und mit Zinkcarbonat gekocht. Nach Abfiltrieren von 
iiberschiissigem kohlensaurem Zink wurde die Lésung eingedampft. Es 
hinterblieb ein Sirup, aus dem sich nach Lésen in Wasser, Kochen mit 
lierkohle und nochmaligem Einengen beim Anreiben 0,06 g kristallisiertes 
d,1-Zinklaetat ausschieden. 


20* 
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0,052] ¢ lufttrockenes Salz gaben 0,0095 g H,O und 0,0141 g¢ Zn(¢ 

(C,H; O3), Zn 3 H,O. 3er.: H,O 18,18°%, ZnO 27,30 %; 

get.: HO 18,23%, ZnO 27,08 %. 

5. Einwirkung von ZnO, Zn€O, sowie CaCO, auf 1° ige Methylglyoxal- 
lésungen in der Siedehitze. 


Je 150 cem 1,02 ° ,ige Methylglyoxall6sung wurden a) mit 10g ZnO, 
b) mit LO g ZnCO,, c) mit 10g CaCO, unter RiickfluB gekoecht. Im ZnO 
Ansatz betrug das pu zu Beginn sowie nach dreistiindiger Versuchsdauer 6,0) 
Nach dem Kochen reduzierten alle drei Versuchsl6sungen, am starkste: 
Losung ce. Durch Jodtitration wurde wiederum der scheinbare Methy 
glyoxalgehalt festgestellt. Die wirkliche Methylglvoxal- (bzw. Triosen 
menge wurde bei dieser Serie durch Destillation der Versuchsl6sungen mit 
Schwetfelsaure ermittelt. Je 15 cem der Lésungen wurden mit 1,5 cem konz. 
Schwefelsiure destilliert. Jedesmal, wenn 5 cem Fliissigkeit iibergegangen 
waren, wurden zu dem Reaktionsgemisch 5 cem Wasser hinzugefiigt. Ins 
gesamt wurden 50 ccm Destillat aufgefangen, in denen der Methylglyoxa 
gehalt dann durch Titration bestimmt wurde. In Vergleichsversuchen, 11 
denen verdiinnte Methylglyoxallésungen in gleicher Weise behandelt wurden, 
stellten wir fest, daB 94 bis 96°, des verdiinnten Methylglyoxals in das 
Destillat tibergingen. Auf diese Weise findet man also den Gehalt de! 
Versuchslésungen an Methylglyoxal (bzw. daraus entstandener Triose 

Die erzielten Resultate sind ebenso wie die Ergebnisse der Jodtitratior 
und der Milchsaéurebestimmung (hier in allen drei Fallen nach Behandlung 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Kupfer-Kalk) in Tabelle III zu 
sammengestellt. 


Tabelle III. 





Methylglyoxal- 
Scheinbarer Gehalt hydrat bzw. 
an Methylglyoxal- — Triose, jodome- 
hydrat*, bestimmt | trisch bestimmt 
durch Jodtitration nach Destilla- 

tion mit H» SO, 


0 


Milchs&ureaus 
beute, berechnet 
Milchsdure auf das angi 
wandte Methy 
glyoxal 


0 


Zn O-Ansatz. 


Zu Beginn .. 1,275 
Nach 1Std. .. 0,360 
Bi oe 0.315 
tes 9 ekg 0,304 0,049 


’ Zn C Og- Ansatz. 
Zu Beginn .. 1,275 
Nach }/, Std... 0,232 . 
0,219 = 
0,169 ne 
0,141 0.043 


‘a C Og-Ansatz. 
Zu Beginn .. 1,275 — 
Nach !/,Std.. . 0.455 
: 0,400 — 
‘ Ae 0.388 - - 
a 0,355 0,085 0,097 


* Hier und in Tabelle IV erfolgte die Berechnung auf das Monohydrat des Methylglyoxals 
denn es hat dieselbe prozentige Zusammensetzung wie eventuell vorhandene Triose. 
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Aus dem Zinkearbonatversuch wurde die Milchsaéure wiederum isoliert. 
40 cem Versuchsl6sung wurden 0,530 ¢ kristallisiertes d, |-Zinklactat 
rhalten. Diese entsprechen 0,321 a¢@ Milchséure: die Ausbeute betrug 
iso 62.9%. 


0,1502 g lufttrockenes Salz: 0,0271g¢ H,O und 0,0410¢ ZnO. 


(C,H, 0 3).2n 3H,O. Ber.: H,O 18,18%, ZnO 27.35%; 
gef.: H,O 18,04°%, ZnO a0) %. 


6. Versuche mit der Bisulfitverbindung des Calciumsalzes der Dioxyaceton- 
phosphorsiure. 


Kine Lésung der Bisulfitverbindung des dioxyaceton-phosphorsauren 
Calciums, die einer 0,1 °,igen Methylglyvoxall6sung entsprach, wurde bereitet 
ndem 13 g Calciumsalz der Bisulfitverbindung ! 
dure in Wasser licem n H,SO, gelést ung auf 2100 ¢em aufgefiillt 


der | yOoxvaceton phosphor 


wurden. Das px dieser Lésung war 6,4. 

Je 900 cem dieser Salzl6sung wurden a) mit 20 g Zinkearbonat, b) mit 
209 Caleiumearbonat unter RiickfluB gekocht, ¢) zum Vergleich wurden 
200 cem derselben Fliissigkeit ohne Zusatz erwarmt. Nach |, 2 und 4 Stunden 
wurden Proben fiir Bestimmung des Reduktionsvermégens und des pu, fiir 
die Nitrophenyvlhydrazin-fallung und Milchséure-analyse entnommen. Zu 
Beginn reduzierten alle Versuchsgemische stark; bereits nach | Stunde 
zeigte die Flissigkeit des Vergleichsansatzes keine Reduktionskraft mehi 
gegen Fehlingsche Mischung. Die mit Calciumcarbonat gekochte Loésung 
reduzierte stark, die mit Zinkearbonat erhitzte schwacher. Der negative 
\usfall der Reduktion von Fehlingscher Mischung im Vergleichsversuch 
laBt darauf schlieBen, daB die Dioxyaceton-phosphorsaure nach einstiindigem 
Kochen bereits ganz in Methylglyvoxal tibergegangen war. Bei Beendigung 
der Versuche nach 4 Stunden gaben Zinkcarbonatansatz und Vergleichs 
versuch noch stark x-Naphtholreaktion, die mit Calciumcarbonat gekochte 
Lésung jedoch nicht. Durch 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin wurde im Ver 

» 


gleichsversuch sowie im Zinkearbonatansatz Methylglyoxal-bis-2, 4-di 


nitrophenylhydrazon niedergeschlagen; im Calciumearbonatversuch wurde 


durch dieses Reagens antangs neben wenig Methylglyoxal eine andere 
Verbindung gefallt, die im Gegensatz zu dem orangegefirbten Bis 
hyvdrazon des Methylglyoxals ein kupferrotes Osazon lieferte. Bei Be 
endigung der Versuche nach 4 Stunden, als die x«-Naphtholprobe im Calcium 
carbonatansatz negativ geworden war, somit also nur Spuren Methylglyvoxal 
vorhanden gewesen sein konnten, wurde durch 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin 
nur dieses kupferrote Osazon niedergeschlagen. 

Die Untersuchungen auf Milchsaéure wurde in allen drei Versuchslosungen 
nach Ausfallung mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin und Behandlung mit 
Kupfer-Kalk ausgefiihrt. 

Aus den in Tabhelle ]V) zusammengestellten Befunden geht hervor, 
daB die Wirkung von Calciumearbonat auf die Dioxyaceton-phosphat 
bisulfit-verbindung der Einwirkung auf Methylglyoxal etwa_ entspricht. 
Anders ist aber das Verhalten von Zinkecarbonat. Wahrend bei seine: 
Einwirkung auf Methylglyoxal bis 76°, Milchséaure entstanden, wurden aus 
der Dioxyaceton phosphorsaure bel vierstiindiger Kochdauer nur 10,7‘ 
Milechsaure gebildet. 


I 0, Me jerhot u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 243, $13. 1934 
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Zur Kenntnis der Affinititsverhaltnisse tierischer und 
pflanzlicher Dipeptidase'. 
Von 


W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr. 


Theoretiseher Teil. 

Auf Grund von Versuchen tiber die qualitative Spezifitat det 
Hefe-Dipeptidase ist der eine von uns vor Jahren zu der Aufstellung det 
folgenden Regel gelangt: 

.. Die Dipeptidase spaltet nur solehe CO—NH-Bindungen, denen 
n der fur die Dipeptide der na 


~+ 


urlichen z-Aminosauren charakterischen 
konstitutionellen und sterischen Anordnung zugleich eine freie z- 
\minogruppe und eine freie Carboxylgruppe benachbart ist?.“‘ Gestiitzt 
suf Untersuchungen an einem wesentlich mannigfaltigeren Peptid 
material, haben .W. Bergmann, L. Zervas und Mitarbeiter*® diese Vor- 
stellung bestatigt, erweitert und durch Heranziehung einer raumlichen 
Jetrachtungsweise vertieft. Bergmann und Zervas diskutieren die vor- 
liegenden Befunde an Hand der folgenden Raumforme! des Dipeptids : 

m, NH, Hoot ys 
R Y wR 
OH 
und gelangen zu dem Ergebnis, daB auBer der raumlichen Nachbar- 
stellung der freien Amino- und der freien Carboxylgruppe noch zwei 
weitere Bedingungen im Substrat erfiillt sein miissen, damit Spaltung 
durch Dipeptidase eintritt: 


1. Es mu8 Peptidwasserstoff vorhanden sein }; 


Au-gefiiirt mt Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 





Wisssnauhailt 2 W.Grassmann, Habilitationsschrift Miinchen 1928, S. 28 
vul.terner W.Grassmann u.H.D erhott, Ber DD m. ¢ 61, 656 
1928, und zwar S. 662: W.Grassmann, Methoden und Ergebnisse der Enzyn 
forschung, Miinchen, S. 143: W.Grassmann in C. Oppenheimers Handh. d 
Bioche S. 208, Berlin 1930 s Zeitschr. f. physiol. Chem. 224, 
ca 2%, 1 J. of biol. Chem. 109, 325, 1935. — 4 P. A. Levene u 
H. Simms, J. of biol. Chem. 62, 711, 1925: E. Abderh n, E. Schwal 
J. Valdecasas, Fermentforsch. 13, 396, 1932: M. Bergmann, L. Zer 

H. Schleich u. F. Leinert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 212. 72, 
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W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr: 


2. die beiden x-sténdigen Wasserstotfatome H und H’ kénnen 
allerdings unter starker Verminderung der Spaltbarkeit, durch CH, 
Gruppen ersetzt werden; Einfithrung gréBerer Reste an dieser Stell 
hebt die Spaltbarkeit auf. 

In der folgenden Mitteilung behandeln wir die Bedeutung det 
Reste R und R’, d. h. den EinfluB, welchen der Ersatz einer l-x-Amino 
séure durch eine andere innerhalb des normalen Dipeptidmolekiils auf dic 
enzymatische Spaltbarkeit ausibt. Eine Veranderung an diesen Resten ist 
soweit wir wissen, qualitativ fiir das Eintreten der Dipeptidspaltung be 
langlos; man kennt gegenwartig kein sicheres Beispiel dafiir, daB die Spalt- 
barkeit durch irgendeine Substitution an den Resten R und R’, d.h 
durch die Einftihrung irgendeiner der ]-Reihe angehérigen x-Aminosaur 
in das Dipeptidmolekiil, vollstandig aufgehoben wiirde. Wohl aber ist dis 
Bedeutung vor allem des Restes R’ in quantitativer Hinsicht eine er- 
hebliche: Dipeptidase aus Hefe und Niere zeigt namlich nach unseren 
friiher mitgeteilten Ergebnissen! zu Leucyl-glycin eine weit gréBer 
Affinitat als zu Glyeyl-glycin. 

Wir haben inzwischen unsere Affinitatsmessungen durch Ver- 
wendung weiterer Substrate und unter Heranziehung von Hemmungs- 
versuchen mit Aminosauren erweiteit. Nach der Gesamtheit unserer 
ausgefiihrten Affinitatsmessungen, deren Endergebnis in der Tabelle ] 
zusammengefaBt ist, wachst die Affinitat vom GG.? tiber das AG.? zum 
LG.? stetig an, und zwar finden wir die Affinitat zu AG. etwa vier- bis 
neunmal groéBer als zu GG., wahrend sie zu LG. (aus experimentellen 
Geiinden nicht sehr genau bestimmbar®) wiederum mindestens zehnmal 
groBer gefunden wird als zu AG. In gewissem Gegensatz zu Linder- 
strom-Lang und Sato4 glauben wir, daB die Methode der direkten Affi- 
nitatsmessung unter den von uns eingehaltenen Bedingungen ein zum 
mindesten in groBen Ziigen zutreffendes Bild von den Affinitats- 


verhaltnissen zu liefern vermag. Zu den abweichenden Befunden von 
> 


Linderstrom-Lang und Sato, die mit anderem Enzymmaterial (Malz- 
dipeptidase) gewonnen sind, kénnen wir vorlaufig nicht Stellung nehmen. 


Die Versuche aus dem Carlsberg-Laboratorium bestatigen die hohe 
Affinitat zu Leucyl-glyein fiir Dipeptidase aus Darmschleimhaut und aus 
Malz. Allerdings halten die genannten Autoren auf Grund ihrer Befunde 
das Verfahren der direkten Affinitaétsmessung, d. h. der Messung der Reak 
tionsgeschwindigkeit bei variierter Konzentration e/nes Substrats, fiir wenig 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 26, 1929. * Hier und im folgenden 
werden stets die Abkiirzungen gebraucht: GG. Glyeyl-glycin, AG. 
Alanyl-glycin, LG. Leucyl-glycin, GL. Glyeyl-leuein, GA. Gly- 
cyl-alanin. 3 Vgl. Grassmann u. Klenk, a. a. O., S. 30, Anm. 2. 
4 Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. ISS, 48, 1930; .\W. Sato, 
C.r. Lab. Carlsberg 19, 1. 
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ibelle I. Affinitatskonstanten der Dipeptidase verschiedener 
Herkunft (vgl. Tabelle VI—XI11). 
Substratkonzentration, bei welcher die Spaltungsgeschwindigkeit 
', der maximalen Spaltungsgeschwindigkeit ist ; 
Dissoziationskonstante der Enzym-Substratverbindung ; 
LK Affinitatskonstante. 





Glyeyl-glyein Alanyl-g 
Enzym 


Niere 1 *, Glycerinauszug 0,034 0,047 21 0.001 0,001 LOO 
Hetetre ckenpriparat 5 0,050 0,087 11,5 0,011.0,011 § 0,901 0,001 L000 
etwa etwa etwa 
Niere 2, Glveerinauszug 9,058 0,107 9.4 0.012 0,012 S; 0.001 ().001 1000 
etwa erwa etwa 
Hefetrockenpraparat 1* 0,059 0,117 8,6 0.001 0,001 L000 
Hefetrockenpraparat 4 0,0850,15 6,7. 0,032 0,082 ; — 
He fetrockenpraparat 3* 0,13 0,32 
Hefetrockenpraparat 6 0,128 0,36 


* Publiziert in Zeitschr. f. physi 
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*h Nieren lipept dase 2. 
zuverlassig, ja sogar fiir irrefithrend; sie bevorzugen die Auswertung solcher 
Versuche, bei denen das Enzym sich zwischen zwe? gleichzeitig anwesenden 
spaltbaren Substraten verteilt; ein Verfahren, das allerdings, Ahnlich wie alle 
auf der Messung von Hemmungseffekten beruhenden Methoden, mur das Ver 
haltnis zweier Affinitaétskonstanten und nicht deren absolute Werte zu liefern 
vermag. Es ist trotz unzweifelhafter Vorteile prinzipiell ahnlichen Be 


lenken ausgesetzt,. wie alle Methoden der genannten Art. 

Der absolute Wert der Affinitaétskonstanten wechselt; ahnlich wie 
in anderen Fallen, von einem Enzympraparat zum anderen nicht un- 
erheblich, aber die Aktivitats-ps-Kurven verschieben sich stets gleich- 
sinnig, d. h. einer hohen Affinitat eines Praparats zu GG. entspricht 
in allen Fallen auch héhere Affinitat zu AG. und LG. 
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W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr: 


2. die beiden g-standigen Wasserstotfatome H und H’ kénner 
allerdings unter starker Verminderung der Spaltbarkeit, durch CH 
Gruppen ersetzt werden; Einfiihrung gréBerer Reste an dieser Stell 
hebt die Spaltbarkeit auf. 

In der folgenden Mitteilung behandeln wir die Bedeutung de1 
Reste R und R’, d. h. den EinfluB, welehen der Ersatz einer l-x-Amino 
sure durch eine andere innerhalb des normalen Dipeptidmolekiils auf di: 
enzymatische Spaltbarkeit ausiibt. Eine Veranderung an diesen Resten ist 
soweit wir wissen, qualitativ fiir das Eintreten der Dipeptidspaltung b« 


langlos; man kennt gegenwartig kein sicheres Beispiel dafiir, daB die Spalt 


barkeit durch irgendeine Substitution an den Resten R und R’, d.h 
durch die Einfiihrung irgendeiner der l-Reihe angehérigen x-Aminosaur 
in das Dipeptidmolekiil, vollstandig aufgehoben wiirde. Wohl aber ist div 
Bedeutung vor allem des Restes R’ in quantitativer Hinsicht eine e1 
hebliche: Dipeptidase aus Hefe und Niere zeigt namlich nach unseren 
friiher mitgeteilten Ergebnissen! zu Leucyl-glycin eine weit gréBer 
Affinitaét als zu Glyeyl-glycin. 

Wir haben inzwischen unsere Affinitatsmessungen durch Ver- 
wendung weiterer Substrate und unter Heranziehung von Hemmungs- 
versuchen mit Aminosaéuren erweitert. Nach der Gesamtheit unsere! 
ausgefiihrten Affinitatsmessungen, deren Endergebnis in der Tabelle | 
zusammengefaBt ist, wachst die Affinitat vom GG.? iiber das AG.? zum 
LG.? stetig an, und zwar finden wir die Affinitat zu AG. etwa vier- bis 
neunmal gréBer als zu GG., wahrend sie zu LG. (aus experimentellen 
Griinden nicht sehr genau bestimmbar*) wiederum mindestens zehnmal 
gréBer gefunden wird als zu AG. In gewissem Gegensatz zu Linder- 
strom-Lang und Sato4 glauben wir, daB die Methode der direkten Affi- 
nitaétsmessung unter den von uns eingehaltenen Bedingungen ein zum 
mindesten in groBen Ziigen zutreffendes Bild von den Affinitats- 
verhaltnissen zu liefern vermag. Zu den abweichenden Befunden von 
Linderstrom-Lang und Sato, die mit anderem Enzymmaterial (Malz- 
dipeptidase) gewonnen sind, kénnen wir vorlaufig nicht Stellung nehmen. 

Die Versuche aus dem Carlsberg-Laboratorium bestatigen die hoh: 
Affinitat zu Leueyl-glycin fiir Dipeptidase aus Darmschleimhaut und aus 
Malz. Allerdings halten die genannten Autoren auf Grund ihrer Befun«d 
das Verfahren der direkten Affinitatsmessung, d. h. der Messung der Reak 
tionsgeschwindigkeit bei variierter Konzentration eines Substrats, fiir wenig 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 26, 1929. * Hier und im folgender 
werden stets die Abkiirzungen gebraucht: GG. Glyeyl-glvein, AG. 
Alanyl-glycin, LG. Leucyl-glycin, GL. Glyeyl-leuein, GA. Gly 
cvl-alanin. Vel. Grassmann u. Klenk, a. a. O., S. 30, Anm. 2. 
4 Linderstrom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. LSS, 48, 1930; .W. Sato, 
C.r. Lab. Carlsberg 19, 1. 
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Affinitatskonstanten der Dipeptidase 
Herkunft (vel. Tabelle VI—XI1]). 


Substratkonzentration, bei welcher cie 


vers hiede ne! 


Spaltungs 


', der maximalen Spaltungsgeschwindigkeit ist 


veschwindigkeit 
L-. 
Dissoziationskonstante der Enzym-Substratver! 


indung; 
LA Affinitatskonstante. 





Glyeyl-glycin 


A 


Niere 1 *, Glycerinauszug 9,034 0,047 21 — 00 001 LOOO 


fetrockenpraparat o 0,050 0.087 11.5 0.011 0.011 OO] 1000 
tWa etwa 
O01 1000 


Viere 


2, Glycerinauszug 9,058 0,107 9.4 0,012 0,012 


Hefetrockenpraparat L* 0,059 0,117 
Hefetrockenpraparat + 0,085 0.15 ».¢ 0.032 0,035 
Hefetrockenpraparat 3* 013 0,32 


Hefetrockenpraparat 6 0,128 0,36 


* Publiziert in Zeitschr. f. physi 


Substrat-Honzentraton —> Substrat - Kon 
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der Nieren- 


duret 


zuverlassig, ja sogar fiir irrefiihrend; sie bevorzugen die Auswertung solchet 


Versuche, bei denen das Enzym sich zwischen ziwe? 


gleichzeitig anwesenden 
spaltbaren Substraten verteilt ; ein Verfahren, das al 


lerdings, ahnlich wie alle 
wif der Messung von Hemmungsetfekten beruhenden Methoden, nur das Ver 

Altnis zweier Affinitaétskonstanten und nicht deren absolute Werte zu liefern 
vermag. Es ist trotz unzweifelhafter Vorteile prinzipiell ahnlichen Be 
lenken ausgesetzt, wie alle Methoden der genannten Art 


Der absolute Wert der Affinitaétskonstanten wechselt, ahnlich wie 
n anderen Fallen, von einem Enzympraparat zum anderen nicht un- 
erheblich, aber die Aktivitats-ps-Kurven verschieben sich stets gleich- 
sinnig, d.h. einer hohen Affinitaét eines Praparats zu GG 


entspricht 
n allen Fallen auch héhere Affinitat zu AG. und LG 














dLO W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr: 


Solche Schwankungen der Substrataffinitat, wie sie beim Vergleich \ 
Knzympriparaten verschiedener Herkunft und Vorgeschichte wohl imm 
angetrotten werden, brauchen was mit Riicksicht auf die Ausfiihrung: 
von Linde rstrom Lang! hervorgehoben sel keineswegs lmmer aut (it 
Anwesenheit hypothetischer Hemmungskérper zu beruhen. Gerade d 
Tatsache, daB die scheinbaren Affinitaétskonstanten eines Enzympraparat 
vielfach auch bei weitgehender Reinigung unverandert bleiben®, laBt 
vielmehr, wie wir glauben, auch bei Carbohydrasen wahrscheinlich erscheine 
da® je nach der Beschaffenheit der mit dem Enzym eng vergesellschaftet: 
kolloidalen Triiger- und Hilfsstoffe die Affinitat eines Enzyms zu ail 
seinen Substraten und damit auch der Wert der Geschwindigkeit 
quotienten erhoht bzw. vermindert sein kann. Der Versuch, solchi 
hypothetischen Hemmungskérper* unmittelbar in den Enzympraparat: 
nachzuweisen, oder Aussagen iiber ihre Affinitaét zum Enzym zu macher 
wird daher meist negativ verlaufen. 


Nach den Ergebnissen der Tabelle I, die in den unten mitzuteilende: 
Hemmungsversuchen eine Bestaétigung finden, wird die Affinitat des 
Dipeptids zum Enzym wesentlich bestimmt durch die Natur des die 
freie Aminogruppe tragenden Bausteins, und zwar steigt sie mit steigende: 
GréBe des in R’ eingefiihrten Alkylrestes. 


Weniger eindeutig ist das Ergebnis in bezug auf die Bedeutung, die 
der zweiten, die freie Carboxylgruppe tragenden Aminosaure des Di 
peptids fiir die Enzymaffinitat zukommt. Versuche mit wechselnder 
Substratkonzentration ergeben bei Hefedipeptidase die Halfte der 
maximalen Spaltungsgeschwindigkeit fiir die Spaltung des 


GG. bei emer Substratkonzentration von 0,128 Mol Liter, 
Ca: ~ 3 ss »5 (0,024 . 


Ghee ~ ‘9 és » 0,024 


Die Affinitat scheint demnach vom GL. zum GG. abzufallen, jedoch 
weit weniger stark als in der Reihe LG., AG., GG. Der EinfluB des di 
‘Carboxylgruppe tragenden Aminosdurebausteins aéuBert sich somit 
im gleichen Sinne wie der der ersten Molekivhalfte, tritt aber quantitatiy 
gegeniiber dem bestimmenden EinfluB der ersten Molekiilhalfte in den 
Hintergrund. 


Es muB allerdings hervorgehoben werden, dai die erhaltenen Ak 
tivitats-ps-Kurven des GA. und des GL. nicht unerheblich vom theo 
retischen Verlauf abweichen und vielfach schon im Bereich verhaltnis 
maBig niedriger Substratkonzentrationen wieder abfallen. Eime Berechnung 
von Affinitatskonstanten scheint daher auf Grund dieser Versuche allei 
unstatthaft zu sein. Hemmungsversuche mit Aminosauren (Tabelle XIN 
des experimentellen Teiles) bestatigen allerdings das Wesentliche unsere 


Ergebnisse. 


ASS. O° S008. 2 R. Kuhn, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 1, 28, 


1922/23 








' 
ner 
ind 7 
strate 
dann 
sonst 
n de 
Habel 
prakt 


expe! 
gebni 
carbo 
tratic 
imme 
Die 
Mono 
die A 


Lege) 


Tabel 


Konz 


Racer 


KuG 


d-s 


Gly 





ch 


nit 
b1V 





Affinitatsverhaltnisse tierischer und ptlanzlicher Dipeptidase. 311 


Wenn die Hemmung der Peptidspaltung durch Aminosduren auf 
ner Reaktion mit der substratbindenden Gruppe des Enzyms beruht, 
nd wenn, wie dies aus den Affinitatsmessungen hervorgeht, die Sub- 

strataffinitat des Enzyms in der Reihe LG. > AG. > GG. abnimmt, 

inn mu die hemmende Wirkung eines Aminosdurezusatzes unter 
sonst gleichen Bedingungen von der Natur des Substrats abhangen und 
n der Reihenfolge LG. AG. GG. ansteigen. Das ist, wie die 
‘abellen II (Hefedipeptidase) und ILI (Nierendipeptidase) zeigen, 
praktisch ausnahmslos der Fall. 


Unsere Versuche (vgl. dazu auch die Tabellen XV bis XIX des 
‘xperimentellen Teiles) zeigen aber noch ein weiteres wichtiges Er- 
gebnis. Die hemmende Wirkung der gepriiften Monoamino-mono- 
carbonsaéuren nimmt namlich, unabhangig von der Art und der Konzen- 
tration des Substrats, sowohl bei der Hefe- wie bei der Nierendipeptidase 
immer ab in der Reihenfolge Leucin > Valin > Alanin ~ Glykokoll. 
Die Affinitat zur Aminosaure steigt also in der Reihe der aliphatischen 
Monoamino-monocarbonsauren mit steigender Kettenlange an. Fir 
die Affinitat der Dipeptidase zu den Aminosiauren gilt demnach dieselbe 
Regel wie fiir die Peptide. 


Tabelle Il. Hemmung der Spaltung von Dipeptiden durch Hefe- 


dipeptidase 5 bei Zusatz von Aminosauren. 





Konzentration der Aminosauren 0,025 Mol Liter. Anfangsgeschwindig- 
keit der Spaltung fiir den ungehemmten Versuch 1,00 gesetzt. 
S] Substratkonzentration (spaltbare Komponente bei Verwendung von 
Racematen). Zur Berechnung: Ay Leucin 0,009; Ky Alanin 0,025; 
Ku Glykokoll 0,16: Ke LG. 0.00035: Ae AG. = 0.011: Ke GG. 0.087, 
Relative Spaltungsgeschwindigkeit fiir 
Zusatz Peptid s 0,016 mol. S 0,064 mol 
gefunden ! berechnet gefunden berechnet 
LG. 1,00 0,94 1.00 0.99 
1-I ; 0.86 * 0.96 * 
-Leuc : a be 7 - 
— | AG. 0,54 0.47 0,70 0.71 
GG. etwa 0.33 0.30 etwa 0.14 138 
| LG. 1.00 0,97 1.09 0.99 
d-Alanin AG. 1.90 0,71 O.S8 O87 
| GG. 0.50 0,54 0.91 0.64 
| LG. 0,92 1,00 1,00 1,00 
Glvkokoll AG. 0.97 0.94 0.93 O.YS 
| GG. 1.09 OSS 0.92 


1 Vgl. Tabelle XVI. 2 Vgl. Tabelle IV. * Fiir XK. LG. 0,001 
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312 W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr: 


Tabelle Ul. Hemmung der Spaltung von Dipeptiden durch Nieren- 


dipeptidase 2 bei Zusatz von Aminosauren. 


Alles wie Tabelle 1. 
Zur Berechnung: Ay Leucin 0,008; Ay Alanin 0,016; Ay Glykoko 
0,14; Kg LG. 0.00035; Kg AG. 0,012; Kg GG. OT, 





Relative Spaltungsgeschwindigkeit fiir 


Zusatz Peptide S 0,016 mol S 0,064 mol. 
gefunden ! berechnet gefunden ! berechne 
LG. 1,00 0,94 1,00 0.98 
Z (0.84 * 0,96 
-Leucin | AG. 0.46 0.43 0,66 0,67 
GG. etwa 0,14 0,27 etwa 0,10 0,34 
| LG. 1,09 0,97 O85 0.99 
d-Alanin AG. 0.91 0,60 O.SY 0.80 
| GG. 0,42 0,42 0.50 0,50 
| LG. ’ 1,05 1,00 0.98 1,00 
Glykokoll AG. 0,94 0,93 0,92 0.97 
| GG. 0,92 0,87 0,78 0,89 

Vgl. Tabelle XV. 2 Vgil. Tabelle V. * Fir Ks LG. = 0,001. 


Von den iibrigen untersuchten Aminosauren (siehe Tabelle XVILD cd 
experimentellen Teiles) fallen besonders die aromatischen (Phenylalani: 


und Tryptophan) durch ihre besonders stark hemmende Wirkung aut, 


wahrend wir mit Glutaminséure tiberhaupt keinen Hemmungseffekt beob 
achten konnten. Prolin, Asparagin und Arginin sind nach ihrer hemmendet 
Wirkung etwa zwischen Alanin und Valin einzureihen. Auch = dies 


Hemmunegseffekte zeigen sich am deutlichsten gegentiber dem Substrat GG., 


nicht oder viel weniger gegeniiber dem hochaffinen LG.; sie scheinen als: 
auf Affinitat, d. h. auf einer Reaktion mit den substratbindenden Gruppe: 
des Enzyms zu beruhen. Die Hemmung durch Cystein ist von einer ganz 
‘anderen GréBenordnung. Sie diirfte eher der in einer folgenden Mitteilung 
behandelten Hemmung durch Schwetfelwasserstoff entsprechen. 


Die Gesamtheit unserer Versuche iiber die Affinitatsverhaltnisse 


der Dipeptidase laBt in Verbindung mit den neuen Befunden von Berg- 


mann (1. ¢.) vielleicht folgenden Versuch einer einheitlichen Deutung zu: 


Durch die Anwesenheit groBer und nicht ionisierter Reste in K’ und R 
(siehe die Formel auf 8. 307) wird die Reaktion zwischen Peptid und 
Enzym erleichtert, die Affinitat erhéht. GréBere Reste auf der anderen 


Seite der Dipeptid-Ringebene vermindern die Affinitat oder heben sic 


ganz auf. Die Anwesenheit von COOH-Gruppen in R’ wirkt affinitats- 
vermindernd!, und zwar um so starker, je naher dem C-Atom dit 


' Vel. dazu die Beobachtungen in den Ausfiihrungen von W. Grassman 
u. F’. Schneider, diese Zeitschr. 273, 456 u. 462, 1934. 
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COOH-Gruppe gelegen ist. Wir beabsichtigen, diese Vorstellung weiter 
experimentell zu priifen. 


Gegeniiber diesen mehr qualitativen Aussagen sind die eigentlich 
iantitativen SchluBfolgerungen, die aus den mitgeteilten Hemmungs 
versuchen gewonnen werden kénnen, als weniger bedeutsam und auch als 
viel weniger sicher zu betrachten. Immerhin soll versucht werden, die 
Affinitat zu den drei hemmenden Aminosaéuren quantitativ zu bestimmen, 
wobei die Gleichung 


und die aus Tabelle I entnommenen Dissoziationskonstanten zugrunde 
gelegt werden. Es sind dafiir lediglich die Versuche mit mittleren Hemmungs- 
craden zu verwenden, da, wie man sich leicht itiberzeugen kann, sowohl bei 
sehr groBen wie auch bei sehr kleinen Hemmungseffekten die Versuchsfehler 
stark ins Gewicht fallen. Ebenso sind die bei hoher Substratkonzentration 
durchgefiihrten Versuche mit Vorsicht zu verwerten, weil hier Hemmungs 
effekte anderer Art in Betracht kommen (Abfall der Reaktionsgeschwindig 
keit mit steigender Substratkonzentration). 


Damit errechnen sich fiir die Affinitat zu den verwendeten Amino- 
sauren die in Tabelle IV und V verzeichneten Werte, von denen die fiir 
Leucin und Alanin gute Ubereinstimmung zeigen. Die durch Glykokoll 
bewirkten Hemmungen sind in allen Fallen nur geringfiigig: genaue Werte 
fiir die Affinitat zu dieser Aminoséure sind daher von vornherein nicht zu 
erwarten. 


Damit man die auf Grund der abgeleiteten Affinitatsverhaltnisse zu 
erwartenden Hemmungen mit den tatsachlich gefundenen (Tabelle IT und [L1) 
vergleichen kann, ist noch die Kenntnis der Affinitat zu LG. notwendig. 
Diese ist aber auf direktem Wege nur durch Messung bei sehr hoher Ver- 
diinnung und daher sehr ungenau zu ermittein. Unter Zugrundelegung 
des in Tabelle | abgeleiteten Waaximalwertes von 0,001 fiir die Dissoziations- 
konstante der Enzym-LG.-Verbindung ergibt sich keine gute Ubereinstim- 
mung zwischen den berechneten und gefundenen Werten. Denn es ware zu 
erwarten, daB mindestens bei den Hemmungsversuchen mit Leucin (Zeile | 
der Tabelle Il) noch eine sicher meBbare Hemmung resultieren miiBte, 
wahrend in Wirklichkeit eine deutliche Hemmung erst bei Anwendung hohet 
Konzentration der hemmenden Aminosaure gefunden wird (vgl. Tabelle I 
und III). Linderstrom-Lang und Satotinden in zwei voneinander unabhingigen 
Fallen, da8 bei den von ihnen untersuchten Dipeptidasepraiparaten aus Malz 
die Affinitat zu LG. 32mal groBer sei als die zu AG. Auf dieser Grundlage 
ware der Wert von AKyg. auf etwa 0.00035 zu schatzen, was zu einer besseren 
Ubereinstimmung mit den gefundenen Werten der Tabellen IL und U1 
fiihrt und daher der Berechnung zugrunde gelegt wurde. Die Gesamtheu 
unserer Messungen spricht jedentalls dafiir, daB der Wert fiir Ayg, bei den 
gepriften Dipeptidasepraparaten zwischen den Grenzen 0,001 und 0,0003 
liegt. Mit Riicksicht auf die Schwierigkeiten der Messungen, die sich 
liber recht verschiedene Bereiche der Konzentration und der Reaktions 
geschwindigkeit zu erstrecken hatten, darf die Ubereinstimmung zwischen 


' LL. Michaelis u. Menten, diese Zeitschr. 49, 333, 1913. 
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314 W. Grassmann, L. Klenk und 
den berechneten und gefundenen Werten der Tabellen befriedigend genan 
werden. wenh auch das Bestehen syste matischer Abweichungen nicht 
verkennen. Ist. 

Die beiden zu diesen Versuchen angewandten Praparate Hef: 


dipeptidase 5 und Nierendipeptidase 2, 


die zufallig in bezug auf ihr 
Affinitatsverhaltnisse handelt Hef 
dipeptidase 5 um ein besonders ,,hochaffines** Enzympraparat), zeige: 


Tabellen I] 


samten Kinetik so weitgehende Ubereinstimmung, daB wir nicht an ein 


iibereinstimmen (es sich bei 


in den Hemmungsversuchen der und III und in der g 


Verschiedenheit der Dipeptidase tierischen und pflanzlichen Ursprungs 


glauben k6énnen. 


Tabelle IV. An-Werte fiir |-Leuein, d-Alanin und Glykokoll bs 


Verwendung von Hefedipeptidase 5. 


Konzentration der Hemmungsk6érper 0,025 Mol, Liter. 








Substra S Hemmungskorper vivy } K,.’ Ky 
AG. 0.016 | | 0.54 0.011 0.012 
AG, 0,064 l-Leucin 0.70 0.011 0,009 
GG. 0,016 0.33 0,087 0.010 
AG 0.064 j O88 0.011 0.027 
GG. 0,016 d-Alanin 0,50 0,087 0,021 
GG 0.256 0.75 0.087 0.019 
AG, 0.016 ca Paice j 0,97 (9,011) (0,32) 
AG 0.064 Glykokoll | 0,93 (0,011) (0,05) 

Vel. Tabelle XVI Vgl. Tabelle 
Pabelle \ Ky -Werte fiir |-Leucin, d-Alanin und Glykokoll be 
Verwendung von Nierendipept idase 2. 
Konzentration der Hemmungsk6érper 0,025 Mol Liter. 

Substra S Hemmungskorper rity) kK, Ky, 
AG. 0.016 0.46 0.012 0.009 
pas 1-Leucin ~ 9 " 
AG. 0.064 | | 0.66 O.OL2 0.008 
GG. 0,016 | | 0.42 0.11 0.016 
GG. 0,064 d-Alanin 0,50 0,11 0,016 
GG. 0256 = | 0,67 0,11 0,015 
AG, 0,016 — j= (0,94) (9,012) (0,17) 
; Glykokoll Q9 J "ae 
AG. 0.064 | . | (0.92) (0.012) (0.046) 

Vel. Tabelle XV. 2 Vgl. Tabelle I 
Die Identitat der Dipeptidase aus Darm und Hefe ist vor allem 


bezweifelt worden auf Grund der Versuche 


F. Kohler’, denen zufolge gewisse substituierte 


chem. Ges. 64, 45, 1931. 


Ber. d. Deutsch 


von 


K. A. Balls 


und 


Anilide des Glykokolls, 
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B. Glyeyl-p-Aminobenzoeséure und Glyeyl-p-Nitranilin, von Darm- 
lipeptidase gespalten werden, obwohl keines dieser .,Anilinpeptide‘ 
1¢ freie Carboxylgruppe an dem mit dem Peptidstickstoff verknipften 
(-Atom tragt. Es wird daraus gefolgert, dab fiir die Darmdipeptidase 
m Gegensatz zur Dipeptidase der Hefe die Anwesenheit der freien 
Carboxylgruppe im Substrat entbehrlich sei. Gegen die Befunde und 
SchluBfolgerungen von Balls und Aéhler haben sich neuerdings Berg- 
ann, Zervas und Mitarbeiter! gewandt mit dem Hinweis, daB die 
Versuche der genannten Autoren nicht mit einheitlicher Dipeptidase 
lurchgeftihrt seien, wahrend einheitliche Hefedipeptidase keines dieser 
Peptide zu spalten verméchte. Auf Grund von Spaltungsversuchen mit 
nheitlicher Améino-Polypeptidase aus Darmschleimhaut nehmen sie 
weiter an, daB dieses Enzym und nicht die Dipeptidase fir die beob- 
ichteten Spaltungen verantwortlich sei. 

Wenn wir auch in Ubereinstimmung mit Bergmann und Zervas die 
weitgehenden aus den Versuchen von Balls und Ach/er gezogenen 
SchluBfolgerungen ablehnen, so miissen wir doch auf eine ernsthafte 
Schwierigkeit fiir den von Be rqgmann und Ze rvas gegebenen Erklarungs- 
versuch hinweisen : Aminopolype ptidase aus Hefe spaltet, wie wir wieder- 
holt festgestellt haben, die Peptide der Aminobenzoesaure absolut nicht, 
wahrend wir durch Dipeptidasepraparate aus Hefe, die praktisch frei 
von Aminopoiypeptidase waren, in wiederhoiten Versuchen kleine, aber 
leutliche Spaltungen beobachtet haben. Viel betrachtlichere Spaltungen 
werden durch ungereinigte Ausziige aus Niere bewirkt, auch dann, wenn 
deren scheinbarer Dipeptidasegehalt nicht gréBer ist, als in entsprechenden 
Vergleichsversuchen mit dem Hefeenzym. 

Eine voéllige Klarung der Verhaltnisse steht also hier noch aus. 
Sicher scheint uns nach den Ergebnissen von Bergmann und Zervas 
und nach unseren eigenen, daB es Praparate sowohl der Dipeptidase wre 
ler Aminopolypeptidase gibt, welche Glycyl-p-Aminobenzoesaure nicht 
zerlegen. Auch unterscheidet sich die enzymatische Hydrolyse der 
..Anilinpeptide’, wie wir finden, durch thre ausgesprochen geringe 
Empfindlichkeit gegen Schwefelwasserstoff scharf von der normalen 
Dipeptidase- oder Aminopolypeptidasewirkung. Man wird daher 
mmerhin an die Méglichkeit einer Mitwirkung anderer, in rohen Enzym- 
uszugen enthaltener Peptidasen zu denken haben 

Qualitative Unterschiede in der enzymatischen Spaltbarkeit von 
Glyeyl-o-, m- und p-Aminobenzoeséure bestehen, wir wir entgegen den 
Angaben von Waldschmidt-Leitz und Balls? finden, nicht; es handelt 
sich lediglich um Unterschiede der Spaltungsgeschwindigkeit 


1 J. of biol. Chem. 109, 325, 1935. 2 BE. Waldschmaidt-Leitz u. A. Ba 


Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64 45, 1931. 
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Experimenteller Teil. 
| ffinitdtsme SSUNGTEN, 

Die Methodik bei den Versuchen ist dieselbe wie s1e friiher Von ul 
beschrieben wurde!. Als Enzymmaterial dienten wiederum einerseit 
Trockenpraparate der Hefedipeptidase, die nach der (a.a.O. S. 38) be 
schriebenen Art dargestellt waren, andererseits Glycerinausziige aus Niet 


Tabelle VI. Spaltung von Glyeyvl-glyein durch Nierendipeptidass 


bei wechselnder Substratkonzentration (vgl. Abb. 3). 


In der Titrationsprobe von 5 cem sind enthalten 0,05 cem Glycerinausziy 


aus Niere. pH t;y03 40". 





Spaltung in ecm n/20 KOH nach Minuten, J 


Konzentration 
: : gerechnet auf eine Titrationsprobe von 2 cem 


des Peptids in ecm in 

Mol Liter 10 1) 30 40 50 60 70 pro 30 Min von Umax 
0.016 0.04 | 0.07 | 0.10'0,.18' — |016) — 0,10 14 
0.032 0,09 016 0,21 0.28 033 — 0,24 32 
0,964 018 0,24 0,35 0.46 0.54 0.59 0,66 0.40 54 
0.128 0,20 0,33 0,44 0,54 0,66 0,74. - 0.60 SI 
0,256 0.24 0.40 0.60 0.70 O82 0.90 0.74 100 
0,512 0,24 036 — 0.48 0,62 0,72 0,74 0.70 95 


Umax. 0,74; Ky), 0,058; Kyorr 0,107. 





70 


S 
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SS 
XD 


Spaltung in ccm 5 HOH 
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> 
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0 7 20 20 350 60 Min. 70 


Fig. 3. Spaltung von Glycyl-glycin durch Nierendipeptidase 2 bei wechselnde 


oo 


Substratkonzentration. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 41, 1929. 





Die Me 
konzent 
ie zur 
Indikat 
eginn 


Die 
graphis 
ergebni 
lipeptu 
vebniss' 


peptida 


labelle 
t 


In der 


honzent 
les 1-Pe 
Mol|L 


0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0.0 
0,1 
0.2 


Bio 





ISZ\ 


Max 





Affinitatsverhaltnisse tierischer und pflanzlicher Dipeptidase. 317 


Die Messung der Spaltungsgeschwindigkeit bei wechselnder Substrat 
konzentration wurde im ungeputferten Ansatz vorgenommen da nur dann 
ie zur Erzielung gréBtmoglichster Genauigkeit erforderliche Schartfe des 
Indikatorumschlags beim Titrieren gewahrleistet wird. pa zu Versuchs 
eginn 7,8 0,1, eingestellt mit NH... 


Die Spaltungsgeschwindigkeit zu Versuchsbeginn wurde, wie friiher, 
graphisch extrapoliert. In den Tabellen VI bis XI sind die Messungs 
ergebnisse an den Substraten GG., AG. und LG. mit Hefe- und Nieren 
lipeptidase wiedergegeben. Die Tabellen XII bis XIV enthalten die K1 
vebnisse fiir die Reihe GG., GA. und GL. bei Verwendung von Hetedi 
peptidase. 


labelle VIT. Spaltung von Alanyl-glycindurch Nierendipeptidase 2 
bei wechselnder Substratkonzentration (vgl. Abb. 4). 
In der Titrationsprobe von 5 cem sind enthalten 0,05 com Glycerinauszug 


aus Niere. PH 7.8: 46°. 





) ri ce tT Hi oh j en 
Konzentration Spaltung in ccm n 20 KOH nach Minuten 


les 1-Peptids 


P : n ecm 
Mol/Liter 5 10 15 i) 30 45 0) 60 pro 80 Min von Umax 
0.004 0.22 030 0.32 0.45 etwa 1.30 25 
0,008 0.36 0,60 0.64 0.63 2 40 4] 
0,016 0.50 0,96 1,28 ‘ 3.00 57 
0,032 1,29 - 2.38 2,92 3,13 4.00 72 
0,064 — |227 4.17 9.70 4.50 86 
0,128 1.75 - | 3,40 6.60 7.90 5.25 100 
0).256 — -| 1.60 3.05 4,15 6.55 . 4.80 9] 
, 5.95 F ). ang 
max tied K 0,012; Kyorr Uie 





Spaltung in com $y NOH 
% 

















0 10 20 J0 40 Min S50 


Fig. 4. Spaltung von Alanyl-glycin durch Nierendipeptidase 2 bei wechselnder 
Substratkonzentration 
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Tabelle \ [I] 





W. Grassmann, 


Spaltung Ve 








L.. Klenk 








und T. 





Peters-Mavr: 


mn Leuevi-glycin durch Nierendipept 














dase 2? bei wechselnder Substratkonzentration (vel. Abb. 5). 
In der Titrationsprobe von 5 ccm sind enthalten 0,05 com Glycerinausz 
aus Niere. pu 7.8; 40°. 
Konzentration S} ing in cem n 20 KOH nach Minuter 
les l-Peptids 
: : = nh cen I 
Mol Lite > lo 15 1) 0 45 tt ) 0 Mir von vy 
0.001 0.05 0.07 O30 36 
0,002 0,10 O13 015 0,60 71 
0.004 0.13 292 0.32 0.36 0.38 0.70 S] 
0.008 0.35 0.69 0.76 0.70 8] 
0.016 0.42 0.84 1.19 1.46 1.50 O84 100 
0.032 0,46 0,80 1,19 1,56 1,87 0,80 95 
0.064 0,38 0,78 1,20. 1,50 0,78 93 
0.128 0.40 0.70 0.90 1.10 1.45 0.70 8] 
O54; A etwa 0,001; A etwa 0,001 
max kor? ’ 
Zz 5 
? f | 
Q032 
Md 
A 
— 
— 
=< 
a 
f. 
1] 10 20 50 40 50 60 70 Min. 80 
Abb. 5. Spaltung von Leueyl-glycin durch Nierendipeptidase 2 bei wechselnde 


Substratkonzentration 


Tabelle IX. Spaltung von Glyeyl-glycin durch Hefedipeptidase 





bet wechselnder Substratkonzentration In der Titrationsprol: 

von 5cem sind enthalten 10 mg Hefetrockenpraparat 5. PH 7.8: 40 
Peptid Spaltung in ecm n 20 KOH nach Minute n, 

konzentration gerechnet auf eine Titrationsprobe von 2 cem . 

Mol Lite 20 30 40 60 80 120 pro 10 Min D Umax 
0.016 0.06 0.18 0,12 20 
0,032 0,12 0,21 0,28 0,42 0,25 42 
0,064 0.16 0.30 0,43 0.49 0.58 0.30 50 
0,128 0.24 0.48 0.64 0.72 0.90 0.48 S80 
0,256 0,32 0.38 0.48 0.62 - 0.60 106 
0.285 0.24 0.38 0.44 0.48 0.50 0.48 SO 
0,512 0.16 0,28 0,50 — 0.32 53 

0,60; Ky, 0.050; Kk, 0.087 


* 
max 
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t pelle X Spaitung von Ala vyivein ad rel He tea pept dase 5 
)) be: wechselnder Substratkonzentration 
ISZ rE " - 
der Titrationsprobe von 5 ccm sind enthalten 4 mg Hefetrockenpraparat 5 
— } 7.8; 40 
S no tt ”) K { Minut 
nzeé rat 5 .U 3 
My s 1-Peptids : 
] ' i 4) m 1 ] nm ? 
6 Mol Liter M , = 
l 1 > » }- ) 
1 0.004 O.16 O50 0.35 . 0.35 la) 
1 0.008 0.40 0.67 0.73 44 
0 0.016 0.48 0.96 1.26 1.44 43 
5 0,932 — | 0,66 1,30 1,86 234 2,88 73 
2 0,064 0,72 140 2.10 268 2,90 SO 
2) ’ 
{ 0.128 OSD 1.890 | 23.65 3.30 5.00 10 
0,256 0,95 1.60 220 1% 
Umax = 9,90; K O.OLL; Kyo — 0,011 
‘abelle XT. Spaltung von Leuecyl-glycin durch Hetedipeptidase 5 
be wechselnder Sul stratKonzentration 
Alles wie Tabelle X 
Y Cc, tung ir m n'on Kf nach Wir i 
Konzentra is : malieiohes : 
jes 1-Peptids 1 
10 15 ”) n ‘ si 
} te Y 1) Wir 
Mol Liter M Umax 
0.002 O08 012 0.15 0.47 85 
0,004 0.11 O.18 0.23 0,29 0.34 0.54 100 
0.008 0.19 0.33 0.47 0,55 100 
016 0.33 66 OO 1.15 0.59 41 
0.032 O30 0.59 OSS 1.10 0.45 2 
O.064 0.25 0.47 175 ay 0.3S 69 
ae 0.55: K etwa 0.001 } ee etwa 0.0! 
p fabelle NIL. Spaltungvon G vevl-glvein durch Hefedipeptidase6 
bei wechselnder Substratkonzentrat on 
4) Ss aa : 
— In der Titrationsprobe von 2 cem sind enthalten 2 mg Hefetrockenpraparat 6 
DH 7.8: 40 
: Spaltune iy mn2 KOH 7 Wir er 
= Konzentration paing 20 KOH ss 
des Peptids . 
10 ") ( $ 7 = 
Mol Liter ro 20 Mir D Unax 
0.032 0.08 O16 0.32 0.45 0.16 0 
0,064 0,05 0,11 ° 0,25 044 0.54 0,70 0.24 30 
0,128 013 020 040 O60 - 0.90 1.17 0.40 0 
0.256 0.20 0.38 0.72 0.98 143 1 O.80 10 
? O.SO A 0.128 A 036 
max sai r 
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Tabelle XILL. Spaltung von Glycyl-l-leucin durch Hefedipept ibell 
dase 6 bei wechselnder Substratkonzentration. i di 
In der Titrationsprobe von 2cem sind enthalten 0,4mg_ Hefetrocke: 


praparat 6. pr 7.8: 40°, 





Itung “0 Oo K — oe 
onventration Spaltung in eem n/20 KOH nach Minuten 


des Peptids : ; : in ecm in 


Mol/Liter 10 ‘ ‘i . pro 20Min. von vy), 


0.016 0.05 0,09 0,15 O.18 
0.032 0.08 16 0.28 0.36 
0,064 0,11 2 Or 0.48 


0.128 0.10 20 38 0,47 5 ti fp 0.60 


0.024: 1 0,068 
; kort , 


Tabelle XIV. Spaltungvon Glycyl-d,l-alanin durch Hefedipept 
dase 6 bei wechselnder Substratkonzentration. 
Titrationsprobe von 2cem sind enthalten 0,8 mg Hetetrocken 


praparat 6.) pu 7,8; 40°. 





Spal g in ee KO nach 
Konzentration paltung in eem n/20 KOH nach Minuten 
des |-Peptids meen a 
10 - 30 40) 


Mol Liter . pro 20 Min, von Um a 


O0O16 0.07 0.14 0,23 0,29 i BY; 0.34 36 
0,032 O14 0.22 0,32 0.49 0.48 0.60 0.58 

0,064 0.20 f 6.55 0.65 0,75 0.92 0.92 QS 
0,128 020 q 0.60 0.74 0,92 1.20 0,94 100 
0,256 0.16 § 0.50 | 0.64 0.78 0,94 0.92 ag 


0.024: EK, a 0.068 


2 Hemmunasversuche mit Aminosduren. 


Auch bei diesen Versuchen wurde von einer Pufferung abgesehen 
Das pu wurde durch Ammoniak auf den Wert 7,8 0,1 eingestellt. Die 
Konzentration der zugesetzten Aminosiuren war meist 0,025 Mol/Liter 
Tabelle XVII enthalt auBerdem einen Versuch mit héherer Aminosaure 


konzentration. 


Die Peptide wurden zusammen mit dem Hemmungsk6érper mit Ammo 


niak auf pu 7,8 gebracht und auf 40° vorgewarmt. Dann wurde das sorg 


faltig geléste Enzym hinzugefiigt. 


















he 


i der Spaltung von Leuecyl-glycin, Alanyl-glyein und Glycyl- 


der Titrationsprobe von 
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lle XV. Hemmungen mit !-Leucin, d Alanin und Glykokol!l 


Niere und 


glycin durch Nierendipeptidase. 


5eem sind enthalten 0,05 com Glycerinauszug 


0.125 Millimol |-Leucin bzw d-Alanin bzw. Glykokoll. 





























Substrat und 
Substrat 
konzentration 
Mol/Liter) des | 


ZW 


\G. 
AG. 
AG. 
AG. 


AG. 
AG. 
AG. 
AG. 


AG. 
AG. 
AG. 
AG. 





d-Peptids 


~ 0.016 
0,016 + L. 
.0.016 + A 


1.016 + (. 


0.064 

. 0,064 + L. 
0,064 + A. 
0.064 +4 


0,016 + 
0.016 + L. 
0,016 4 

0,016 + G. 


0.064 

0,064 + L 
0.064 + A. 
0,064 + G. 


0,256 

0.256 + L. 
0.256 + A. 
0,256 + G. 


0.59 0,96 1.25 1.45 3,10 


. 0,47 0,94 1 
0,48 0,97 1,2: 


Spaltung in cem n 20 KOH nach Minuter 


0,42 0.84 1,19 1,46 1,60 — 0,84 

0.43 — 0,50 1,12 1,30 1.52 0,84 1.00 
0.42 0,78 1,09 1,28 1,41 0,84 1.09 
0.52 OSS 1.21) 1,41 : (0.88) (1,05 


— 0,38 0,78 1.20} 1,50 1,85) - 0.80 
0,35 0.82 1,17, 1.48 1,86 0.80 1,00 
0.33 0.65 0.83 1.10 1.35 0.68 O85 
0.38 0.73 1,04) 1.25 1,65 0.78 OS 


0.45 0.83 1.08 1,19 1.44 0.46 
(211,39 2.82 0.91 
25 1,33 2.90 0.94 


2,00 4,17:5,10: — | — 4.90 
1,02 1.95 2,73 3,42 3,21 0.66 
— 1 Poo 2.52 3.35 4,20 $35 0,89 
1,42 2.75 3,92 4,80 - 4.50 0,92 
1,60 - 8.05 4.15 5.89 5.00 7 
: 1.65 3.40 4.90 6,10 3.30 0.66 
— 11.45) — |2,60 4,00) 4,95 4.5 0.90 
1.20 - 9.95 3.65 5,10 nal 15 0.90 























GG. 
GG. 


GG. 
GG. 


GG. 
Gh. 
GG. 
Gy. 


GG. 
G&. 
GG. 
. 0,256 + G. 


GG 


+ 


0.016 

0,016 + L. 
0.016 + A. 
0,016 + G. 


0,064 

0,064 + L. 
0,064 — A. 
0,064 + G. 


0,256 
0.256 + L. 
0,256 + A. 


v, = Anfangsgeschwindigkeit unge hemmmt, yp, Anfangsgeschwindig 


= 10.10) = (0:1810,25 0.35 0,40 : 

=e 0.00 0.00 (140 Min. 0,20) 0.04 0.14) 
0.05) — 10,15 0,12 0,25 - 0.37 0.13 ().42 
0.13 0,22 0.32 0,40 0.27 0.92 





0.45 0.60 0.88 1,15 1,22 1,48 1,85 1,05 — 
a —- |0.00 0.00 (140 Min. 0,32) 0,07 (0.07) 
0.22 0.50 0.67 0,83 - 1.20 0.53 0.50 

0.35 0.70 0.97 1.20 0.73 0.70 


0,60 1.00 1.50 1,75) 1,85, 2,25; — 1,88 
om, | 0.13 0.23 028 0.40 0.43 1.30 0.69 
— | — |0,55| — (0,90 1.05 1,50 2.10 0.25 (9,13) 
0,60; — 1,05 1,45/1,70' — 1.25 0,67 


skeit gehemmt 


4 
a 
3 
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W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr: 


Tabelle XVI. Hemmungen mit |-Leucin. d-Alanin und Glykok: 


hel der 


In der Titrationsprobe von 9cem sind enthalten bei der LQ. 


AG.-Spaltung 4 mg Hefetrockenpraparat D, bei der GG, 


Spaltung von Leucin-glyein, Alanyl-glycin und Glye 


givein durch Hefedipept idase. 


Spaltung u 


Spaltung 101 


Hefetrockenpraparat 9: 0,125 Millimol l-Leucin bzw. d-Alanin bzw. Civ] 


koll. pu 


£0)", 





ubstrat 
Substr: 
Konzentri 
(Mol Liter) 
bzw. d-Pe 


LG. 0.016 
LG. 0,016 
LG. 0.016 
LG. 0.016 


LG. 0.064 
LG. 0,064 


and 
it- 
ation 
des I- 


ptids 


LG. 0.064 - 


LG. 0,064 


AG. 0.016 
AG. O.O16 
AG. 0,016 
AG. 0,016 


AG. 0,064 
AG. 0,064 
AG. 0,064 
AG. 0.064 


AG. 0,256 
At '. 0,256 


0,96 
O41 
O.90 
O.S5 


AG. 0,256 + 


0,256 


0,016 
0.016 
0,016 
0.016 


0,064 
0,064 
0,064 
0.064 


0,256 
0,256 


0.80 
+ 1, 0,12 


0,256 + A. 0.60 


0,256 


* 


V5 


+ G, 0,90 


Anfangsgesch windigkeit 


‘om n20 KOH nael 


0.45 
0,50 


0,47 


1,26 
0.55 
1.24 
1,10 


0,95 


ungehemmt 


0.90 1.13 8 0.50 
0.73 . 0.50 
0.80 0.50 


0.46 


0.75 0.90 0.38 
0,72 (0,57) 
0.77 O07 (0,50) 
0,77 - (0.50) 


1.44 


OSS = 0.78 


1,44 


0.15 (0.07) 


O11 
0,22 


145 0,57 
0.30 0.08 
0,52 


1,20 
0.47 (0,17) (0,14 
1.70 0.99 0.7 
1.30 1.20 1,0 


Anfangsgeschwindigkeit gehemr 





Ohne 
Gly ke 
i-Ala 
il-Va 
-Leu 


d-Glu 
\-Prol 
|-Asp 
Argin 
il-Ph 
I'rypt 
(yste 
{ yste 

mo 


Tabe 





Affinitatsverhaltnisse tierischer und pflanzlicher Dipeptidase 

































































































ik belle XVIL. Hemmung der Spaltung von Leueyl-glvein durch 
I 
c Zusatz steigende! Menge nvon il Leuein und Gly kokoll. 
mzentration des |-Peptids 0,032 mol. In der Titrationsprobe von 5 cem 
Pas sind enthalten 0.05 cem Glycerinauszug 2 aus Niere. pu 4,05 40". 
01 Spaltung in ecm n 20 KOH Vo 
nach Minuten 
vl Zusatz pro 5 ecem = sn: ane in 
30 Min 
a 
.4S8 0.95 1.37 1.79 0.98 100 
25 Millimel |-Leucin 040 O81 1,18 1.54 0.81 83 
1-Leucin 0.28 0,54 0.78 1,00 0,58 54 
25 Glykokoll 0,41 0.74 1,01 1,25 0.90 42 
tlvk 0.28 0.45 0.60 7 0.65 66 
fabelle XVIIT. Hemmung durch verschiedene Aminosaiuren. Kon 
entration der Hemmungskérper 0,025 Mol Liter. pu 7.8, ungeputtert 
1. 
1.! } , 1 Leue\ rive 0.064 mol) 
ot Glycyl-glycin (0,064 mol. BUCY“ ELV SIS Wes MO! 
OLY. 0,2 cem Nierenextrakt pro 10 ccm Ans 0.15 cem Nierenextrakt 
, pro l0 ecm Ans 
Spaltung ir Ee = Spaltung in cem é = 
Hemmungs- n 20 KOH = = n/20 KOH = A 
kirpe - nach Minuter =< 5 nach Minuten >= - 
nH) 40) 60 & = A) 40 Ho ce => 
Ohne Zusatz. . 0,34 0,57 0,77 0.59 1,00 0,52 0,94 1,32,0,86 1,00 
Glykokoll 0.36 0.62 0.86 0.59 1.00 
1 i-Alanin .. . 0.31 0.53. 0.71 0,53 0,89 ‘ 
Wo il-Valin. . . . 0,14 0,26 038 0,24 O41 0,59 0,93 1,28 0,80 0,93 
-Leuein . . 0,08 0,14, 0,19 0,14 0,24 — 
\ = \|-Glutaminsaure 0,44 0,69 0.87 (>0,59) (1,00) —_ 
: |-Prolin .. . 0,26 045 0,61 0.45 0,76 0,48 0,96 1,38 0,72 0,84 
ere 
a2 -Asparagin . . 0,20 0,32 0,48 0,34 O58 -—- : ~ 
Arginin, 2HCI] . 9,18 0,32 0,42 030 O51 050 O84 1,16 0,75 0,87 
il-Phenylalanin 0,08 015 0,24 012 O20 0,50 0,82 1,13 0,75 087 
['ryptophan . 0,05 0,09 0,14 008 O14 0,42 084 1,16 0,63 0,73 
Cystein . ~ . 0.00 0,00° 0,00 0.00 0,00 0.00 0.00 0,00 0,00) 0,00 
Cystein 0.0025 
mol. 0.06 0.12 0,18 0.09 O15) — as 7 = 








Tabelle XIX. Hemmungsversuch zur Abschatzung der Affinitat 
zu Glyeyl-leucin. Die Titrationsprobe von 2 cem enthalt 0,05 Millimol 
)-Alanin. Substratkonzentration 0,064 Mol Liter. px 7.8 unge 


puffert: 40°. Hefetrockenpraparat 6. 



















! 1 20 KOH 
eh Minuten 































14 Substrat Enzym Zuzatz 
4 
: ov 
GG. 3,0 a 0,24 0.61 0,95 1,16 0,48 — 
Sa GG. 3,0 Alanin 0,10 0.28 046 0,62 0,19 0,38 
oa G.-I-L. 0,4 0.28 061 O87 1,03 0,62 — 
6 G.-I-L. 0.4 Alanin 0,19 — 048 0.69 0,80 0.41 0.66 
AG. 1,2 0.65 1,25 1,77 — 1,30 — 
AG. i Alanin 0,50 O89 1,22 1,12 0.86 





W. Grassmann, L. Klenk und T. Peters-Mayr. 


>. ZU)? Spaltung substituderter Glyecyl-anilide - 


Die Praparate der ,,Anilinpeptide’ mit Ausnahme der Alanyl-p-Amin 
henzoesaure verdanken wir den Herren Dr. 4. Balls und F. Kohler. 


Darstellung von Alanyl-p-Aminobenzoesdure. 

4.6 ¢ p-Arminobenzoesiure wurden in der iiblichen Weise mit 6.5 g 
Brompropionylchlorid gekuppelt. Nach dem Anséuern fiel die Brom 
propionyl-p-Aminobenzoesaure aus. Das getrocknete Rohprodukt betrug 
8.9 yz, entsprechend 98°, der Theorie. Nach einmaligem Umkristallisieren 
aus 50° igem Alkohol erhielt man schéne, flache Nadeln, die bei 231 bis 233° 
unter Zersetzung schmolzen. Das Praparat war im Wasser auch in der 
Hitze schwer, in Alkohol leicht léslich. 81,7 mg verbrauchten 5,76 cem n/20 
KOH statt 6,02 cem. 

6g Brompropionyl-p-Aminobenzoesaure wurden in 40 cem 25 ° igen 
Ammoniak gelést. Nach 4 Tagen wurde die Lésung im Vakuum eingedampft 
der Riieckstand mehrmals mit Alkohol ausgekocht. Das bromftreie Rol:- 


=90 


produkt betrug 3,3 g, entsprechend 72°, der Theorie. Die Titration war 


9 
annahernd richtig. Es wurde aus Wasser dreimal umkristallisiert und im 


Vakuum bei 100° getrocknet. Die Substanz verlor 1 Mol Kristallwasser: 
Abnahme gefunden 8,15°,, berechnet 7,95°,. Mikro-Kjeldahl: gefunden 
13,32°, N, berechnet 13,46° N. 

Leucy!-decarboxyglycin wurde nach der Vorschrift von J. Braun! aus 
Methylamin und Bromisocapronylbromid durch Umsetzung mit Ammoniak 


dargestellt. Tabelle XX. 


Die 'Titrationsprobe enthalt 0,1 Millimol Substrat. In 2 cem sind enthalten 
0,17 Di.-E. (Hefe, Niere) bei px 7,8 oder 0,18 Po.-E. bei px 7,0. 





24Std., Spaltung in ecm n/20 KOH Kontrolle 


ohne 
Enzym 


Titrations- 
Substrat probe 


in cem Hefe- Niere Hefepoly- 


dipeptidase peptidase 


(ilycyl-o-aminobenzoesaure —. 4,0 0,20 0,13 0,02 0,03 
Glycyl-m-aminobenzoesaure : 4,0 O15 1.09 0.01 0,02 
Glyeyl-p-aminobenzoesiure . 10,0 0,20 1,02 0,00 0,05 
Alanyl-p-aminobensoesiure* . 2.0 0,12 O88 0,05 0,01 


Glycyl-o-toluidin . . . 1. 10,0 0,03 0,78 
Glycyl-p-toluidin , 2... 4,0 0,05 0,94 0,00 


Leucyl-decarboxyglycin . . . 2,0 0,00 0,37 0,00 
dl-Leucinamid ....... 2,0 0,05 0,98 1,65**|) 0,03 


Nur 0,075 Millimol in der Titrationsprobe, nicht véllig gelist. ** In 2cem sind 0,39 Po.-E 


Tabelle XXI. Hemmung der Spaltung substituierter Glycyl 
anilide durch Schwefelwasserstoff. In 5cemsind enthalten: 0,05 cem 
Nierenauszug; pu = 7,8, ungepuffert; Peptidkonzentration 0,064 Mol/Liter. 





Schwefel- Spaltungs-  Spaltung 
Substrat wasser- zeit in ccm 
stoff inStunden n/200KOH} 2 


Usehemmt 


‘ungeh 


Alanyl-p-aminobenzoesiure . . . . - j 0,73 — 
Alanyl-p-aminobenzoesaure . . . . m/500 0,52 71 
Gilycyl-p-aminobenzoesiure . . . . —_ 0,95 -- 
Gilycyl-p-aminobenzoesaure .. . . m/1000 0,83 88 


' Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 355, 1927. 
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Optimale Bedingungen der Citronensiureanhaufung, sowie einige 
Beobachtungen zur Theorie der Citronensiurebildung. 
Von 
T. Chrzaszez und E, Peyros. 
fAus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan (Posen). ] 


(Eingegangen am 19. Juli 1935.) 


In einer Reihe von Arbeiten konnten wir nachweisen, daB die 
Fahigkeit zur Bildung von Citronenséure aus Zucker bei Schjmmel- 
pilzen eine allgemeine Erscheinung ist, und da es lediglich ein indi- 
viduelles Merkmal der einzelnen Arten ist, diese Saéure in gréBerer 
Menge als besonders reine Séure anzuhaufen, die demnach von der 
in ihrer Begleitung ziemlich haufig auftretenden Oxalsaure frei ist?. 
Die Menge der gebildeten Citronenséure hingt also von den physio- 
logischen und biologischen Eigenschaften des Pilzes und ferner von den 
Bedingungen ab, unter welchen er geziichtet wurde. Manche Schimmel- 
pilzarten, und zwar diejenigen, die zur Gattung Aspergillus gehéren, 
produzieren auf Zuckerlésungen so groBe Mengen von Citronensaure, daB 
man diese Arten fiir industrielle Zwecke verwenden konnte. C. Wehmer, 
der als erster bei zwei Penicilliumarten die Fahigkeit, Citronenséure 
anzuhéufen, bemerkte, war auch der erste, der bemiiht war, diese Wahr- 
nehmung technisch auszunutzen und in dieser Richtung Patente an- 
meldete*. Jedoch hatte er mit seinen Schimmelpilzen und seiner Arbeits- 
methode wenig Erfolg, da er nur verhaltnismaBig wenig Saure erzeugen 
konnte. Erst die spateren Vorschlage von Zahorski, A. Fernbach, 
I. Sxiicz und anderen ergaben bessere Resultate*. 

Trotzdem die Industrie der Citronensaurebildung durch Schimmel- 
pilze jetzt mit groBem Erfolg arbeitet, sind jedoch die bisherigen An- 
gaben tiber die optimalen Bedingungen der Citronensdéuregarung sparlich 
und liickenhaft. Wir finden zwar im Schrifttum eine Reihe von einzelnen 
Beobachtungen iiber die Citronenséurebildung, es fehlen jedoch bisher 
genauere Untersuchungen der optimalen Bedingungen dieser Garung. 
Da solche Untersuchungen nicht nur fiir die Theorie, sondern auch fiir 
die Praxis interessant und wichtig sind, so halten wir es fiir angebracht, 


1 T. Chrzqszcz u. D. Tiukow, diese Zeitschr. 204, 106, 1929; 218, 73, 
1930; 222, 243, 1930; 229, 343, 1930; 242, 137, 1931; Roczniki Nauk Roln. 
i Les. 26, 71, 1931; 7". Chrzqszcez, D. Tiukow u. M. Zakomorny, diese Zeitschr. 
250, 254, 1932; 7. Chrzqaszez u. M. Zakomorny, ebenda 256, 156, 1933; 268, 
105, 1933; 7. Chrzqszcz u. F. Pisula, ebenda 266, 29, 1933. — * D. R.-P. 
Nr. 72957 (1894) u. D. R.-P. Nr. 91891 (1896). } USA.-P. 1066358, 
D. R.-P. Nr. 461356, Osterr. P. 101009, Engl. P. 266414 u. a. 
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T. Chrzaszez u. E. Peyros: 


Tabelle I. Citronensau 





10¢ 


Sdure Citronensiure Siure- Citronensiure Saure- 
menge menge menge 
cem n/10 cem n 10 eem n10 
NaOH ies n ¢ NaOH Sie in NaOH 
auf 20 cem RA ind Zucker- auf 20 cem RI she Zucker- auf 20 ccm 
ausbeute  Fliissig- ~ | ausbeute Fliissig 
keit keit keit 


Fliissig- 


60,2 2. 21,0 78,3 

80.8 2. ISO 121,6 

: 33,2 141.3 

40.9 161,2 

: 44.8 183.4 

7 34, 6! 46.9 192.3 ‘é 5, 202.5 8.93 
8 By 4,97 49,7 198.2 38 f 9.0} 
9g 51, 5,28 52.8 196.3 e- 9, 301.0 10.53 
10 50,6 5,25 52.5 183,2 ),! D,! 297.0 LO 3¢ 


hier eine zusammenfassende Darstellung derselben zu geben. Dabei 
halten wir unsere Untersuchungen tiber den EinfluB von Temperatut 
Nahrsalzzusatz und Zuckerkonzentration bei der Ziichtung von Schimme! 


pilzen auf technischer Glucose! fiir Vorversuche, deren Ergebnisse wit 


in der Diskussion beriicksichtigen werden. 


Experimenteller Teil. 


Von den tiber 130 Schimmelpilzstémmen, die in unserem Laboratorium 
zur Verfiigung stehen, wihlten wir sowohl einige starke, als auch schwach: 
Séurebildner aus, und zwar: Asp. niger W. 2, Asp. niger W. 1, Asp. niger 74 
Asp. niger 75, Asp. japonicus? und Penicillium ,,X°*° 

Als Untersuchungsmaterial wurde Saccharose und Rohzuckermelass: 
verschiedener Konzentration mit und ohne Nahrsalze verwendet. Dir 
Schimmelpilze wurden sowohl auf 10- bis 12 °oiger Malzwiirze, wie auch aut 
Zuckerlosung geziichtet. Arbeitsweise und Untersuchungsmethoden ware 
die gleichen wie in der vorhergehenden Arbeit (1. ¢.) und brauchen desha!! 
hier nur kurz erwahnt zu werden. 

Verwendet wurden 750 ccm fassende Hrlenmeyer-Kolben mit 100 cen 
Fliissigkeit, die in einer Héhe von etwa 2 em den Boden bedeckte. Nac} 
Sterilisation wurden entweder Reinkultursporen mit der Platinése iiber 
geimptt oder es wurde Rohsporenmasse ausgesit. Unter letzterer verstehe: 
wir die bei 35°C getrocknete und zerkleinerte, aus der Malzwiirze ent 
nommene Pilzdecke 8. 


' 7. Chrzqaszez u. M. Zakomorny, Roezniki Nauk Roln. i Les. 38, 180 
1934. * Asp. japonicus bekam ich aus dem Nachla8 von Prof. C. Wehme: 
An dieser Stelle spreche ich nochmals Herrn Prot. AKeppeler, Hannover, 
meinen tiefsten Dank fiir die liebenswiirdige Ubersendung des Pilzes aus 
Derselbe Pilz ist in der Arbeit von Dr. J. Ahmelung (Diss. Hannover 1927 
unter dem Namen Pilz 1V erwaihnt: jung gelbes Mycel, spater schwarz 
Sporen. ££. Peyros, Riga. , TT. Chrzqszez uu. M. Zakomorny, dies 
Zeitschr. 279, 64, 1935. 





Optimale Bedingungen der Citronensiureanhdufung. 


. niger W. 2. 





0.90 
0.00 
O00 
0.00 
0.00 
< 0.00 
6.- pip 0.09 
6.65 GS, O00 
6.6< 220 0.00 


Nach Garung der Zuckerlésung, die bei 28° C durehgetiihrt war, wurde 
die Pilzdeeke ausgewaschen und entfernt,. und zunidchst die gesamte 
Sauremenge bei Gegenwart von Phenolphthalein in 20 cem mit n/10 NaOH 
festgestellt. Darauf wurde die Fliissigkeit gew6hnlich auf Oxalsiure geprift, 
und dann erst die Citronensiuremenge gravimetrisch bestimmt, indem das 
Calciumeitrat bei 105°C vorsichtig getrocknet und gewogen wurde. Um 
den Citronensauregehalt zu kontrollieren, wurde der Citratniederschlag 
wieder in verdiinnter Salzsaiure gelést, das Calcium in bekannter Weise 
mit Ammoniumoxalat als Caleiumoxalat gefallt, dieses in verdiinnter 
Schwefelsiure gelést und mit Kaliumpermanganat titriert. Kontroll 
versuche ergaben Fehlergrenzen von 1 bis 3°. Im Vergleich zu den relativ 
eréBeren Versuchsschwankungen sind diese Verluste fiir die Beurteilung 
der Ergebnisse nicht sehr wesentlich. Der Prozentsatz des iibriggebliebenen 
Zueckers wurde wie gewOhnlich nach Bertrand bestimmit. 


Lh r EinfluB der Zucke rkonzentration. 


In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Glucoseversuchs 
zeigte sich auch bei dem Vorversuch mit Saccharose, dab bei Ver- 
wendung von fertigen Pilzdecken die Saiurebildung bedeutend giinstiger 
vor sich ging, wenn anorganische Salze, und zwar 03°, NH,NOs, 
0.1% KH,PO, und 0,1°% MgSO, der Zuckerl6sung zugesetzt waren. 
Demnach wurde mit solehem anorganischen Salzzusatz eine Reihe von 
Sioa! o~ 


Saccharoselésungen hergestellt, und zwar mit 5, 10, 15, 20, 25 


und 30°. Zu diesen Lésungen wurden auf Malzwiirze vorgeziichtete 


Schimmel pilzdecke 1 hinzugegeben und dann in verschiedenen Zeit 
abschnitten die gebildete Citronenséuremenge untersucht. Die Ergebnisse 
bringt die vorstehende Tabelle. 

Aus den Untersuchungen iiber den EinfluB der Zuckerkonzentration 
auf die Menge der gebildeten Citronensaure geht hervor, daB die gréBte 


ys) * 








328 T. Chrzaszez u. KE. Peyros: 


Saiuremenge von stark séuernden Schimmelpilzen in einer 20°, igen 
und von schwicher saéuernden in einer 20 bis 25% igen Zuckerlésung 
gebildet wird. Bei dem starken Saurebildner Aspergillus niger W. © 
tritt der héchste Sauregehalt nach neun Tagen auf, wihrend bei der 
schwacher séuernden Schimmelpilzen die. zur Erlangung héchste: 
Sauregehalts noétige Zeitdauer bedeutend langer ist und bei einige) 
Arten bis zu 20 Tagen betiagt. Anfanglich bildeten fast alle unter 


Tabelle IT. Citronenséiurebildung durch Asp. niger 





15 < 


20 ccm 


remenge 
Flissigkeit 
pro 100 cem 


Fliissigkeit 


auf 20 ccm 


SiH 


Citronensdure 


g pro 100 ccm 


o 


21 0,62 116 ee 7 3, 141 4.11 
43 1,58 147 4.96 16 4.6 i 168 AOl 
48 1.61 191 4,52 5 43 58 49 176 4,9) 


In allen Kulturen bildet dieser Schimmelpilz neben Citronen- auch 
Oxalsaéure. 


suchten Schimmelpilze reine Citronenséure, bei langerer Garungsdauer 
jedoch bildeten einige Arten, besonders Asp. niger 75 und Penicillium ,,X“ 
gleichzeitig ziemlich reichlich Oxalséure. Asp. niger W.2 bildete in 
allen unseren Versuchsansaétzen reine Citronenséure, und deshalb 
wurden die Untersuchungen vorwiegend mit diesem Schimmelpilz durch- 
gefiihrt. 

Der EinjluB fertiger Pilzdecken. 


Es war interessant festzustellen, ob zur Erlangung einer stark 


séuernden Pilzdecke diese durchaus auf Malzwiirze vorgeziichtet sein 


mu, und wie alt ferner die Pilzdecke sein muB, um die gré6Bten Citronen 
séuremengen zu produzieren. Um diese Frage zu klaéren, wurden die 


Tabelle III. Citronensiurebildung durch Asp. japonicus. 





Zucker 


lésung: 15! 


Gir- 
dauer 


pro 100 cem 


sauremenge 
Citronenshure 


Citronensiure 


o 
ra 


140 4.90 





Optimale Bedingungen der Citronensdiureanhaufung. 


Pilzdecken einerseits auf 10°, Malzwiirze, anderseits auf 10 °,,iges Zucker- 
ldsung mit Nahrsalzen geziichtet. Die gebildeten, fertigen Pilzdecken 
wurden in verschiedenen Altersstadien in 20°,ige Zuckerlésung iiber- 
tragen und in zweitagigen Abstanden die Menge der gebildeten Saure 
untersucht. Die Ergebnisse waren folgende: 


Tabelle IV. Auf Malzwiirze vorgeziichtete Pilzdeeken von Asp 


niger WwW. 2 bilden folgende Sauremengen. 





+ bis 5 Tag 


2 


i “ g pro 


y= 100 cem 


Sauremenge 


98.5 35 5S 299 54. 441 24.7 

5,99 29.9 ‘ 02 31.6 V7 i 4.50 28,9 

6.31 31.5 92 ; 34.0 Ou 6.02 30.1 

180.6 6,29 31,4 Y, 6.41 32.0 7 5.98 29,9 


Tabelle V. Auf 10° ige Zuckerlésung vorgeziichtete Pilzdecken 


von Asp. niger W.2 bilden folgende Saiuremengen. 





4 bis 5 Tage alte Pilzdecke | 6 bis 8 Tage alte Pilzdecke 10 bis 12 Tage alte Pilzdecke 


Citronenséure + Citronensaéure ‘ Citronenséure 
Gar- 
dauer 
Ciee + ke 
100cem Zucker- 
ausbeute 


ya 5 
265,4 8,32 
30,0 2612 831 416 | 2554 7,96 398 


Aus obigen Untersuchungen geht hervor, daB eine Vorziichtung der 
Pilzdecke auf Malzwiirze nicht nur nicht nétig ist, sondern daB die auf 
10°%,ige’ Zuckerlésung erhaltene Pilzdecke geradezu eine gréBere 
Fahigkeit zur Saurebildung besa8. Letztere bildete in 7 Tagen 41,6°% 
Citronensaure bezogea auf zugesetzten Zucker, wahrend die von der 
Malzwiirze stammende Pilzdecke in dieser Zeit nur 34°, Saure bildete. 
Was das Alter der vorgeziichteten Pilzdecke betrifft, so ist dieses fiir die 
Fahigkeit, Saure zu bilden, von groBer Bedeutung. Pilzdecken von 
Malzwiirze reifen anscheinend schneller, und junge, 5 bis 8 Tage alte 
Pilzdecken sind besser, dagegen sind von Zucker stammende Pilzdecken 
besser, wenn sie etwas Alter sind (6 bis 10 Tage). 

Die giinstigen Ergebnisse der Citronenséuregarung mit auf Zucker 

Nahrsalzen vorgeziichteter Pilzdecke machten die Frage aktuell, ob es 
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iiberhaupt richtig und vorteilhaft ist, die Girung mit Hilfe fertige: 
Pilzdecken durechzufiihren. Um dieses Problem zu klaren, wurde di: 
Rohsporenmasse direkt auf 20°%,ige Zuckerlésung mit N_hrsalze: 
ausgesat. Nach l5tagiger Garung, w.hrend welcher sich aus den Spore: 


kraftige Mycelmassen entwickelten, wurde diese primaére Lésung, di 
jetzt Citronensaure enthielt, entfernt und auf die Pilzdecke eine frisch: 
20°,ige Zuckerlésung gegossen. Nach weiteren 15 Tagen wurde auc! 
diese zweite Lésung entfernt und eine dritte 20° ,ige Zuckerlésung 
zugefiigt. Die Menge der in diesen Lésungen gebildeten Saure war in den 
einzelnen Tagen folgende: 


Tabelle VI. Ergebnisse unmittelbar ausgesiter Rohsporenmass: 
ven Asp. niger W. 2. 





ljsung Il. Zuckeriésung Zuckerlisung 


twicklung Gebildetes Mycel rebildetes Mycel 
nensaure i a Citronenséure Citronensdure 
I 
pro 


bn , 
Zucker- 100 eem | Zucker- 


isbeute = auspeute 


Siuremenge 


37.9 | 2633 887 443 | 2762 S891 446 
240, 92 396 3783 1213 606 3867 1281 64,0 
306.2 50,0 421, 368 684 4104 13,08 654 
3084 10,03 500 4253 | 132 68,7 4021 12.96 64,8 
302,1 10,00 50,0 4230 13. 67.4 4092 1295 64,7 
300.0 997 498 421.0 1342 67,1 3980 1290 645 


Aus den in Tabelle VI angefiihrten Ergebnissen geht bei einen 
Vergleich mit den Ergebnissen von Tabelle V hervor, daB fiir eine hohe 
Citronensiureproduktion eine Vorziichtung der Pilzdecke nicht nétig 
ist, sondern daB man die Sporen auf der Zuckerlésung ausséen kann 
die der Citronenséuregéarung unterworfen werden soll. Der erste 
ZuckeraufguB liefert nicht die gréBte Sauremenge, sondern erst die 
folgenden Aufgiisse, wobei das ‘AbgieBen der vergorenen Fliissigkeit und 
die Einbringung neuer Zuckerlésung so vorsichtig zu erfolgen hat, dab 
die Pilzdecke in Ruhe belassen wird. Bei diesem Verfahren wurde in 


% Tagen beim zwe:ten AufguB eine Ausbeute von 69°, Saéure, bezogen 


»)0 


auf eingesetzten Zucker gegeniiber 42°, mit fertiger Pilzdecke erzielt 
Die Menage der Sporenaussaat, 

Die giinstige Beeinflussung des Garungsverlaufs durch die zur Pilz- 

decke sich entwickelnde Rohsporenmasse lie die Frage entstehen, ob dit 


Quantitat der ausgesaten Sporenmasse auf den Verlauf der Citronensaure- 
giérung von EinfluB ist. Um diese Frage zu beantworten, wurden 
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Sporen in drei verschiedenen Mengen ausgesat, und zwar Reinkultur- 


sporen in Menge von einer Platindse, fermer 0,1 g Rohsporenmasse und 
schlieBlich 0,5 g Rohsporenmasse auf je 100 ccm Zuckerlésung mit 
3 Tropfen Eisenlésung (FeCl,). Der EinfluB der verschiedenen Sporen 


mengen ist in Tabelle VIL zusammengestellt. 


Tabelle VII. 





11.60 58.3 10.90 54,5 160.3 5, 26.4 
13.68 68.4 11.60 58.0 191.6 >. 33.9 
14.91 | 70.0 403. 13,12 | 65,0 203.1 38,5 
14.08 | 70.0 4102 13,70 680 2074 7, 39,0 
Die in Tabelle VII zusammengestellten Untersuchungsergebnisse 
zeigen, daB am besten der EinfluB sich entwickelnder Reinkultursporen, 
und etwas geringer derjenige der in kleiner Menge (0,1 g) ausgesaten 
Rohsporenmasse war, wahrend das schlechteste Resultat die Aussaat 
von Rohsporenmasse in groBer Menge (0,5 g) ergab. Aus diesem Grunde 
verwenden wir bei den weiteren Untersuchungen als Aussaatmenge 0,1 g 
Rohsporenmasse auf 100 ccm Zuckerlésung. 
Der EintluB von Zink- und Eisensalzen 
Um den Einflu8 dieser Salze auf die Citronensdureproduktion der 
Schimmelpilze, iiber welchen wir im Schrifttum nur geringe Angaben 
finden, zu erforschen, stellten wir 20 °,ige Zuckerlésungen mit Nahrsalzen 
her und fugten auf je 1 Liter einige Tropfen Eisenlésung in der Form von 


FeCl, bzw. 0,002°, ZnSO, hinzu. 


Tabelle VIII. EintluB von Znund Feau 
durch Asp. nige 





ir 
saure 
, ny 


100 eem 


5.96 
201.6 7.68 
284.1 9,20 
317.5 10.40 
434.2 16.93 








Saurebildner 


EKinflu8 von Zn und Fe auf die Citronensaéurebildung durch schwiachere 


Pics 


Tabelle 
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Garun 


sechstigiger 


bei 





und Zn 


Mit Fe 


itronensaure 


mensaure 


Citre 


itronensiure 


Citronenséure 


“cm 


100 ¢ 


au 
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japonicus 


Penicillium 


te 





Aus den Tabellen VIII und IX Zwe 
geht hervor, daB Zink auf alle Pilz die 
arten einen ungiinstigen Einflu Hal: 
ausubt, da bei dessen Gegenwart saur 
stets weniger Saure gebildet wird 
Ebenfalls hemmend wirkt ein G: 
misch von Zn- und Fe-Salzen, ob 
wohl der negative EinfluB hier g 
ringer als bei reinen Zinksalzen ist 
Die Ursache dieser Erscheinung ist 
darin zu sehen, daB die Pilzdeck 
bei Gegenwart von Zink in der Nahi 
lésung leicht untersinkt, sobald sic 
auch nur einen Teil der Fliissigkeits 
oberflache bedeckt; dadurch wird awa 
der Zutritt des Luftsauerstoffs zum als 
Mycel erschwert und dessen Fahig lésu 
keit, in gréBerer Menge Citronen- 
saiure zu bilden, geschwacht. Voll 
standig anders ist die Einwirkung 
des Eisens auf das Mycel. Bei 
einem Zusatz von bis zu 5 Tropfen 


Eisensalzen je Liter entwickelt sich 
das Mycel faltenartig ohne Sporen 


und wenn man eine etwas grébere 
Menge (10 Tropfen) je Liter zu 
setzt, entwickelt sich eine schwam 
mige Pilzdecke. Ein soleches Myce! 
halt sich nicht nur dauernd auf der 
Oberflache der Flissigkeit, sondern 
wegen dessen gréBerer Oberflache 
ist die Garwirkung anscheinend 
energischer und die Saurebildung 
erheblich kraftiger, denn letzte 
kann sogar bis zu 50% meln 
betragen. 


Allmdhliche Steigerung der Zucker- 


konzentration. 


Weiterhin war zu untersuchen 
ob die Zuckerlésung besser in kon 
stanter oder veranderlicher Konzen- 
tration zu halten sei. Zu diesem 
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Zweck wurde die eine Halfte der Zuckerlésung 15°,ig und die andere, 
die nach 5 Tagen zugegeben wurde, 25° ig hergestellt, so daB beide 
Halften zusammen einer 20° igen Lésung entsprachen. Die Citronen- 


siurebildung stellte sich unter diesen Bedingungen folgendermafen dar: 


Tabelle X. 





Siiuremenge Séuremenge 
ecm nl0 NaOH Citronensiure sa eem n/l0 NaOH 


mM 4) Cem 


Gir- 
dauer auf 20 cem g pro 100¢ 
Tage Flissigkeit 

4 142.0 4,71) 13.0 

181,3 6,67 ne 
2327 8.94 51,3 — 
291.65 9,83 





Unter obigen Bedingungen geht die Bildung der Citronensaure 
zwar etwas langsamer vonstatten, am Ende ist ihre Menge jedoch gréBer 
als bei der Verwendung einer auf einmal zugegebenen 20 %igen Zucker- 


losung. 


Die Abstumpfung der Sdure mit Calciumcarbonat wdahrend der Garung. 


Tabelle XI. 





Sauremenge | Gir- SAuremenge 
eem n/10 NaOH Citronensa&ure dauer eem n/l0 NaOH 

auf 20 ccm g pro 100 ecm auf 20 ecm g pro 
Tage Flissigkeit Fliissigkeit 


Gir- 
dauer 


Citronensaure 


100 eem 


282.6 9,32 : 477.8 16,01 
I 


4384 14,7 481.1 16.14 

Schon bei den Untersuchungen iiber die Citronensaurebildung auf 
Glucose bemerkten wir, daB ein gewisser Zusatz von Calciumcarbonat 
zur Gartliissigkeit vorteilhaft ist. Die gegenwartigen Untersuchungen 
bestatigen diese Beobachtung und geben die Erklarung daftir, daB 
durch stufenweise Neutralisierung der Saure die héchste Ausheute an 
Citronensaure erreicht werden kann. Die Neutralisierung mul jedoch 
derart ausgefiihrt werden, daB die Lésung dauernd stark sauer reagiert. 
Wenn der Zusatz von Calciumcarbonat zu groB ist, so ist in den ersten 
Garungstagen, wie aus Tabelle XI hervorgeht, die Anhaufung schwach 
(bis zum 6. Tage). 

Besprechung der Ergebnisse. 


Aus den durchgefiihrten Untersuchungen geht hervor, da fiir die 
Erlangung einer hohen Citronenséuremenge aus Zucker von besonderer 
Wichtigkeit die Auswahl eines entsprechenden Schimmelpilzes ist; und 
daB in zweiter Linie entsprechende Bedingungen maSgebend sind, auf 
Grund welcher die Sauremenge fast um das Zweifache vermehrt werden 
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kann. Wie oben erwahnt, zeichnen sich die einzelnen Schimmelpil: 
arten durch verschiedene Saurebildungsfahigkeit aus. Produziert ei 
Pilzart viel Citronenséure, so kann man durch Anwendung passend 
Bedingungen die Saurebildung fast um 100°, steigern: besitzt dagege; 
die Pilzart in dieser Hinsicht keine besonderen Fahigkeiten, so laBt sic 
auch durch die besten Garbedingungen nicht viel erreichen, denn trot: 
giinstigster Verhaltnisse bleibt die Saéureproduktion verhaltnismaBig 
schwach. Als Beispiel kann hier der starke Saureproduzent Asp. nig« 
W.2 im Vergleich zu Asp. japonicus erwahnt werden, der kaum di 
Halfte der Siuremenge des ersteren zu erzeugen imstande ist. 
Auber entsprechender Temperatur, die am besten 28 bis 30° 
betragt, und einer Zuckerkonzentration, die dauernd oder durch stufen 
weise Steigerung im Mittel 20°, betragen sollte, haben Mineralsalze aut 


die Citronensaéurebildung einen groBen EinfluB. Als konstante Nahrsalz: 
sollten zur Zuckerlésung 0.3% NH,NOs, OTS, KH,PO, und 0,1° 
MgSO, hinzugefiigt werden. Eigenartig wirken dagegen Eisen- und 


Zinksalze, iiber deren EinfluB8 im = Schrifttum widersprechende An 
gaben zu finden sind. K. Bernhauer gibt an', daB Eisensalze auf dir 
Saureproduktion keine erhebliche Reizwirkung austiben. W?. S. Buth 
witsch? wiederum sagt, da} Eisen- und Zinksalze die Wirkung der Pilz 
decken erhéhen, und verwendet deshalb eine Mischung beider Salze 
A. Quilico und A. di Capua? dagegen behaupten, daB Eisensalze div 
Saureproduktion in manchen Fallen ganzlich hemmen, manchmal abe 
auch ginstig w irken. .W. Giordani4 wiederum vertritt die Ansicht, dal} 
Kisensalze auf die Entwicklung der Pilzdecke giinstig, auf die Citronen 
siureerzeugung dagegen schadlich einwirken, und da deshalb die zu 


Garung gebrauchten Zuckerlésungen eisenfrei sein soliten. 


Unsere eigenen Untersuchungen ergaben, da} Eisensalz unzweifel 
haft die Bildung und Anhaufung von Citronensaure steigern. Wenn 
diese nur in kleinen Mengen zugegeben werden (3 bis 10 Tropfen Fe Cl, j« 
Liter), ist ihre Wirkung stets positiv. Zinksalze dagegen, desgleichen eine 
Mischung von Zink- und Eisensalzen, beeinflussen die Citronensaure 
girung immer ungiinstig. Die Beobachtung von Bernhauer (1. ¢.), dab 
Zinksalze die Citronensaurebildung hemmen, kénnen wir demnach aut 


Grund unserer eigenen Beobachtung als vollstandig richtig bestatigen 


Die Anwendung einer fertigen, auf Malzwiirze vorgeziuchteten Pilz 
decke, die fast allgemein, auch in unserem Laboratorium, fiir die Saure 
anhéufung im Gebrauch war, mu nicht als das fiir Citronensaure 
anhiufung beste Verfahren bezeichnet werden. Nach unseren Unter 


' Diese Zeitschr. 197, 296, 1928. > Ebenda 275, 406, 1935. 
3 Giorn. Chim. ind. appl. 14, 289, 1932. 4 Chim. e Ind. 17, 77, 1935 
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suchungen ist eine direkte Sporenaussaat auf Saccharoselésung mit 
Nahrsalzen (und Fe) am giinstigsten. Noch gréBere Sauremengen kénnen 
erhalten werden, wenn die Ruhelage der Pilzdecke méglichst wenig 
gestért wird, und die Zuckerlésung, sobald sie zu Citronensaure vergoren 
t, entfernt (abgegossen) wird, und an ihre Stelle eine frische Zucker- 
losung tritt, was mehrmals wiederholt werden kann. Die héchste Saure- 
menge wird jedoch dann erhalten, wenn unter Beriicksichtigung obiger 
Verhaltnisse die produzierte Citronenséure stufenweise mit Calcium 
carbonat derart neutralisiert wird, daB die garende Fliissigkeit stets 
stark sauer reagiert. Der héchste Sauregehalt tritt gewéhnlich etwa 
am 9. Tag (7 bis 11) ein. LabBt man aber den Schimmelpilz weiter garen, 
so wird gewo6hnlich die Saure weiter verbraucht, und gleichzeitig be- 


ginnt oft die Anhaufung von Oxalsaure. 


Im Verein mit unseren obigen Untersuchungen méchten wir hier 
eine neue H ypothese der Citronensdureentstehung besprechen, die von 
H. Emde' aufgestellt ist, und nach welcher diese Saure iiber Chinasaure 
nach der Gleichung: 

5 Oc ~~ €.E.. 0, 
a hinasaure 
C,H,.0, 50 . 
Citronensaure 
entstehen soll. 

Selbst wenn man den Umstand auBer acht laBt, daB diese Hypothese 
durchaus nicht die Entstehung der Citronensaéure aus verschiedenen 
anderen Saéuren erklart und wenn man sich auf die dargestellte 
Reaktion stiitzt und bereehnen will, wieviel Citronensaure unter 
diesen Bedingungen aus Zucker entstehen kann, stellt sich heraus, daB 
diese maximale, theoretische Menge nur 56°, betragen kann. Da 


jedoch in einer ganzen Anzahl] nicht nur unserer Versuche, sondern auch 
von solehen anderer Autoren aus Zucker bedeutend mehr Citronensaure 
erhalten wurde, als es die Reaktion von Emde vorsieht, glauben wir, an- 


nehmen zu diirfen, daB dieser Widerspruch ein hinreichendes Zeugnis 
dafiir ist, daB diese Hypothese keine berechtigte Grundlage hat 


Die Hauptergebnisse. 
Unsere Untersuchungen tiber die ginstigsten Bedingungen det 
Bildung von Citronensaure fiihren zu nachstehenden SchluBfolgerungen : 


1. Die Auswahl eines entsprechenden Schimmelpilzes ist fur die 
Anhiufung groBer Mengen von Citronensaiure, sowie deren Reinheits 


grad von besonderer Wichtigkeit 


! Diese Zeitsehr. 275, 
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2. Die gréBbte Sauremenge wird auf 20°,iger Saccharoselésun: 
gebildet, die entweder eine konstante oder bei Beginn der Garung el 
schwachere (15°) Konzentration besitzen kann, die im weiteren Verlauf 
der Garung durch eine starkere Konzentration vervollstandigt wird 
(25°), was Insgesamt 20°, ergibt. 

3. Die Zuckerlésung soll Mineralsalze enthalten und zwar: 0,3‘ 
NH,NO,, 0,1°% KH,PO, und 0.1% MgS0O,, auBerdem pro Liter einig 
‘Tropfen Eisensalz (FeCL,). Zinksalze sind in jeder Menge fiir Citronen 
siureproduktion schadlich. 

4. Kine Vorziichtung der Pilzdecken auf Malzwiirze ist wberfliissig 
Am vorteilhaftesten sat man direkt auf Zuckerlésung Sporen aus 
die sich entwickeln und gleichzeitig die Garung vollfiihren. Die erst: 
vergorene Lésung hat nicht die héchste Sauremenge und kann durch 
eine Reihe neuer Zuckerlésungen ersetzt werden, in welchen sich dam 
die gréBte Sauremenge bildet. 

5. Sehr vorteilhaft wirkt auf cine hohe Citronensiuremenge ein 
stufenweise Neutralisierung der Citronensiure mit Caleciumecarbonat 
die Garlésung muB dabei aber stets stark sauer bleiben 

6. Die Gartemperatur soll etwa 28 bis 30°, die Gardauer 7 bis 11 Tage 
betragen. 

7. Die Hypothese von H. Emde, daB Citronensiure aus Zucker tibet 
Chinasdure entstehen soll, kann nicht anerkannt werden, da sie jeder 
kritisch berechtigten Grundlage entbehrt. 
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Uber die Unabhingigkeit der Kohlensiureassimilation 
der griinen Pflanzen von der Anwesenheit kleiner Sauerstoff- 
mengen und iiber eine reversible Hemmung der Assimilation 

durch Kohlenoxyd. 
Von 
Hans Gaffron. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1935.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Seit einiger Zeit weiB man, dafB die Assimilation der griinen Pflanzen 
nicht der einzige LebensprozeB ist, bei dem Kohlensaure photochemisch 
reduziert und in organische Substanz verwandelt wird. Die roten 
und griinen Schwefelbakterien assimilieren Kohlensdure im Licht mit 
Hilfe von Schwefelverbindungen!. Die Purpurbakterien reduzieren sie 
mit Hilfe von Fettséuren oder von molekularem Wasserstoff*. 'Trotz 
der verschiedenen Reaktionspartner ist der wirksame Farbstoff, das 
Bacteriochlorophyll®, mit dem Chlorophyll sehr nahe verwandt*. Der 
Gedanke ist daher verlockend, fiir alle photochemisch tatigen Orga- 
nismen einen im Prinzip gleichen Reaktionsmechanismus anzunehmen. 
van Niel! hat sich schon vor einigen Jahren mit dieser Méglichkeit 
beschaftigt. Ein entscheidender Unterschied zwischen dem Stoffwechsel 
der Pflanzen und dem der assimilierenden Bakterien liegt aber darin, 
daB letztere schon durch geringe Mengen Sauerstoff geschadigt werden, 
wahrend fiir die Kohlensaureassimilation der Pflanzen, wie man seit 
den Versuchen von R. Willstdtter und A. Stoll® allgemein annimmt, 
molekularer, in der Zelle locker gebundener Sauerstoff unentbehrlich ist. 
Dieser in den Chloroplasten locker gebundene Sauerstoff® hat zu 
mancherlei Hypothesen iiber den Mechanismus der Assimilation AnlaB 
gegeben, von denen die interessanteste die auf Grund neuer Beob- 
achtungen aufgestellte Hypothese von H. Kautsky ist’. 


1 C,. B. van Niel, Arch. f. Mikrobiol. 3, 1, 1931; H.Gaffron, diese 


Zeitschr. 269, 447, 1934; 279, 1, 1935. > H.Geff.on, diese Zeitschr. 260, 
1, 1933; 275, 301, 1935. 3 K. Noack u. BE. Schneider, Naturwiss. 21, 835, 
1933; E. Schne ide y. Zeitschr. f. phy siol. ¢ hem. 296, 23}. 1934. i H. Fische r 


u. J. Hasenkamp, Ann. d. Chem. 508, 236, 1934; 515, 148, 1935. 
5 R. Willstdtter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der 


Kohlensaure. Berlin, J. Springer, 1918. 6 H. Kautsky u. A. Hirsch, 
diese Zeitschr. 278, 373, 1935. 7 K. Noack, Zeitschr. f. Bot. 17, 481, 


1925; 138, 389, 1921; H. Kautsky, Naturwiss. 19, 964, 1931; H. Kautsky, 
A. Hirsch u. F. Davidshéjer, Ber. d. Deutsch. chém. Ges. 66, 1762, 1932; 
H. Kautsky, H.de Bruijn, R. Neuwirth u. W. Baumeister, ebenda 66, 1588, 





H. CGaffron: 


In der vorliegenden Arbeit wird die Abhangigkeit der Assimilati: 
von der Anwesenheit locker gebundenen Sauerstoffs nochmals unté 
sucht und gezeigt, daB die von Willstatter und Stoll beschriebenen 
scheinungen auf sekundaren, dureh Géarungsvorginge — erzeugt 
Storungen beruhen. Es wird nachgewiesen, dai die sogenannte ,.h 
duktionsperiode! beim Ubergang Dunke]-Hell nicht im Mechanismu 
der Assimilationsreaktion begriindet ist, sondern daB dies Phanom« wer 
entre 


erst sekundar durch eine Verkettung mit anderen Stoffwechselvorgang: a 
zelge 
hervorgerufen wird. Ferner wird eine reversible Hemmung der As: Loist 


milation beschrieben, die auftritt, wenn die Pflanzen der Einwirkw aber 


von Kohlenoxyd im Dunkeln ausgesetzt worden sind. Die néachst 


liegenden Folgerungen aus diesen Ergebnissen sind: von 

1. Fiir den Beginn der Kohlensaureassimilation in griinen Pflanze peo 
ist molekularer Sauerstoff weder in freier noch gebundener Form e¢1 ai 
forderlich. Die Schwierigkeiten, die sich einer einheitlichen Betrachtung stadt 
der Assimilationsvorgange bei Pflanzen und Bakterien entgegenstellten Laul 


sind also behoben. 15 Si 


2. Samtliche Hypothesen iiber den Mechanismus der Assimilation find 


bei denen Reaktionen zwischen belichtetem Chlorophyll und mol mr 
kularem Sauerstoff eine wesentliche Rolle spielen, sind hinfallig. em 
3. Betrachtungen und Bereehnungen, die an Hand der Daten iiber erge 
die ,,Induktionsperiode* ausgefiihrt worden sind, kénnen keine Auf der | 
klarung tiber den Mechanismus der Assimilation geben. word 
4. Die Wirkung des Kohlenoxyds auf die Assimilation ist ein neues pet 
Beispiel fiir die Ahnlichkeit des Ferments der Blackmannschen Re die 
aktion mit der Katalase?*, ung 
Zelle 
Die Versuche yon R. Willstaitter und A. Stoll, oe 

a 
Der Zusammenhang zwischen Sauerstoffmangel und reversible: kant 
Assimilationshemmung kann nicht besser beschrieben werden, als durc! Assi 


die Autoren, die diese Erscheinung entdeckt haben. Es sei daher das = 
eo 


Aut 


grok 


Wichtigste aus der sechsten Abhandlung des Assimilationsbuches vot 
Willstatter und Stoll hier wiedergegeben. 
und 

1933: H. Kautsky, A. Hirsch u. W. Flesch, ebenda 68, 182, 1935; H. Kautsh assi 
u. A. Hirsch, diese Zeitschr. 274, 423, 1934: H. Kautsky u. Spohi hing 
ebenda 274, 435, 1934: H. Kautsky u. A. Hirsch, ebenda 277, 250, 1935 Spu 
278, 364, 1935; Vortragsreferat tiber H. Kautsky, Chlorophylifluor: 
zenz und Assimilation, Zeitschr. f. angew. Chem. 48, 329, 1935; vgl. fern 
J. Franck, Naturwiss. 23, 226, 1935; J. Franck u. H. Levy, ebenda 23, 229 
H. Kautsky, ebenda 23, 389, 1935. 

Vel. O. Warburg, diese Zeitschr. 193, ISS, 1920: G. FE. Briggs, Prov kei 
Roy. Soc. Ser. B, 118, 1933. 2 Vel. L. Califano, Naturwiss. 22, 249, 1934 die 
Willstdtter u. Stoll, loc. S. 244 bis 246; O. Warburg, Katalytische Wirkung Dri 


der lebendigen Substanz, S. 301 und 305. Berlin, 1928. Dift 








Kohlensiureassimilation grimer Pflanzen 


Durch Erniedrigung des Sauerstoffteildruckes auf ein Hundertstel 
mn demjenigen in der Atmosphare wird die Assimilation selbst bei den 
mpfindlichsten Objekten nicht gestért und in ihrem Mabe nicht herab 

vemindert. Das ist nach den Alteren Beobachtungen immerhin auftallend, 
nd es deutet an, dai} sauerstoffarmer Stickstoff besser ertragen wird als 
sauerstoffarmer Wasserstoft 

Nach einstiindigem oder mehrstiindigem Durchleiten von vollkommen 
wuerstofffreiem Gas, nach einer Zeit, in welcher freiter Sauerstoff ganzlich 

entfernt wird, und in der bei Pelargonium schon die Asphyxie eintritt, 
yeigen Cyclamen und Polytricheum noch Assimilationstiichtigkeit; die 
Leistung bei Belichtung ohne Sauerstoffzufuhr ist zwar schon geschwacht, 
aber nur in geringem MaBe. 

Das ist die Erscheinung, die schon W. Pfeffer nach den Beobachtungen 
von Ewart folgendermaBen verzeichnet: ,,Ein stundenlanger Entzug des 
Sauerstoffs raubt vielen Chlorophyllkérnern nicht die Fahigkeit, bei Wieder- 
zutritt des Lichtes sofort die Kohlensaurezersetzung aufzunehmen.* 

Viel bemerkenswerter ist die Erscheinung nach langdauernder Sauet 
stoffentziehung bei den resistenten Objekten. LaBbt man Cyclamen oder das 
Laubmoos Polytrichum weit linger als in den ersten Versuchen, z. b. 
15 Stunden und iiber 24 Stunden unter voélligem SauerstoffausschluB, so 
findet man in kohlensaéurehaltigem Stickstoff bei Belichten, daB die Assi- 
milation ausbleibt, daB sie aber nach kurzer Zeit einsetzt und dab sie schon 
wiaihrend der ersten 30 Minuten Belichtungszeit scharf ansteigt bis etwa zu 
demjenigen Betrag, den das Objekt unter diesen Verhaltnissen noch zu 
ergeben vermag. Bei langerer Versuchsdauer ist dann das weitere Ansteigen 
der assimilatorischen Leistung unbetrachtlich. Die Haupterscheinung nach 
der weitgehenden Sauerstoffentziehung ist der Stillstand der Assimilation 
und ihre Selbsterregung und rasche Wiederbelebung. Als eine Neben- 
erscheinung ist eine bleibende Schwachung der Assimilation zu verzeichnen, 
die wenigstens zum Teil auf der Schadigung des Protoplasmas bei seiner 
ungenugenden Sauerstoffversorgung beruht. Anormale Verhaltnisse in der 
Zelle, seien sie chemische Vorgange oder physikalische Veranderungen, 
stéren die Assimilation sekunddr, hier wie in dem vorher beschriebenen 
Falle, und vereiteln sie sogar im Beispiel der Pelargonienblatter. Man 
kann bei zweckmaBiger Versuchsanordnung geradezu die Abhangigkeit det 
Assimilation vom Protoplasma unbeachtet lassen, um den unmittelbaren 
EinfluB des Sauerstoffs auf den Assimilationsvorgang aufzusuchen. Die 
beobachtete Wiederbelebung ist verschieden von der bei den friiheren 
Autoren beschriebenen. Man ist friiher Fallen begegnet, in denen sich in 
groBerem Zeitraum bei erneuter Sauerstoffversorgung die normale Atmung 
und andere Tatigkeit des Protoplasmas herstellen lieB, so daB mittelbar die 
assimilatorische Funktion wiedererweckt wurde. In unseren Versuchen 
hingegen tritt sofort und direkt die Erregung der Assimilation ein durch 
Spuren von Sauerstoff, die entweder von freiwilligem Zerfall einer aus 


Chlorophyll und Kohlensaéure gebildeten Verbindung oder von kleinen 


Resten anderer dissoziierbarer Verbindungen herriihren. Die geringen Men- 
gen Sauerstoff, die bei der beginnenden Assimilation der entsauerstoffiten 
Blatter in der kurzen Zeit der ersten Messung entbunden werden, reichen 
keineswegs hin, um die normale Atmung des Plasmas wieder zu versorgen, 
die schon bei viel héherem Teildruck des Sauerstoffs erheblich leidet. Der 
Druck des Sauerstoffs bleibt hier sehr niedrig, weil ihn bet seimer raschen 
Diffusion durch Intercellularen und Spalt6ffnungen der stromende Stick 
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stoff fortfiihrt, zum gréBten Teile, wie die Gasanalyse zeigt. Die angefiihrt: 
Erscheinungen werden in der Tabelle 104 durch einige Beispiele von as 
milatorischen Leistungen veranschaulicht, die nach dem Verweilen i 
sauerstofffreien Medium bei Belichtung in kohlensaurehaltigem Stickst: 
unter den Bedingungen gesteigerter Assimilation gemessen wurden. 


Tabelle 104 (nach Wallstdtter und Stoll). Assimilation in CO,-haltigem 


Stickstoff nach Verweilen in sauerstofffreiem Medium. 
(25°, 22000 Lux, 7,5% CO,.) 





Toosbangely Nefeatthalt in Stiindlich assimiliertes CQ, in g 
ieiekas stanz von O»-freiem at ? aera wire a 
Blatter 10g Blattern Medium vor dex we ge nach nach 
g Belichtung Belichtung l/y Std. 1—1!/. St 
1,15 weniger als 0.12 0,157 
1/, Std. 
20g Cyclamen | — 
europaeum 0,97 1 Std. 0,03 * 0,127 
| as 0,07 ~ 0,106 
ib. 0.0018 0.018 
10 ¢ Polvtrick | 4,50 aes 0.037 0,056 0,032 
t ) 8 - 
dbs. rican mehr als 0,004 0,013 0,015 
junip. | 94 Std. 


* Dieser Wert ist infolge zu friihen Einschaltens des Natronkalkrohres zu tief gefunde 

Die Versuche haben also ergeben, da8 der Sauerstoff unbedingt not 
wendig ist fiir die Assimilationsreaktion, daB aber zur Versorgung des 
Assimilationsapparats eine sehr geringe Menge Sauerstoff ausreicht, und 
da nicht freier Sauerstoff, aber dissoziabel gebundener fiir die Assimilations- 
reaktion unentbehrlich ist. 

Der groBe Unterschied zwischen den Versuchen mit Cyclamen und 
Polytrichum nach kurzer und nach langer Sauerstoffentziehung macht es 
wahrscheinlich, daB die Beseitigung des Sauerstoffs in zwei Phasen verlauft, 
daB sie nimlich 

1. in der Verdrangung des freien Sauerstoffs, 

2. in der Entziehung von dissoziabel gebundenem Sauerstoff besteht. 

In der ersten Phase, beim Durchstr6Gmen der Assim lationskamme! 
mit dem sauerstofffreien Gas im Dunkeln, wird die Verdrangung des Sauer 
stoffs aus dem die Blatter umgebenden Gasraum und die Entfernung des, 
wie W. Pfeffer gezeigt hat, in der Zelle vorhandenen freien Sauerstoffs 
bewirkt. Nach dieser Phase sind die Blatter von Cyclamen und Polytrichum 
fahig, sofort wieder intensiv zu assimilieren. 

Die zweite Phase besteht in dem Zerfall einer an der Assimilation be 
teiligten dissoziierenden Sauerstoffverbindung, der dann erfolgt, wenn ilu 
Sauerstoffdruck héher ist, als der Teildruck des Sauerstoffs im Medium 

Bei den widerstandsfahigen Pflanzenobjekten wird nach dieser Phase 
Stillstand der Assimilation und rasche Erregung derselben gefunden. Dir 
Annahme eines mit Sauerstoff beladenen Agens im Assimilationsapparat 
der Blatter erinnert an den von P. G. Unna in eingehenden Untersuchungen 
gefiihrten wichtigen Nachweis, da Sauerstofforte, die als Sauerstoffiiber 
triger betrachtet werden, in tierischen Geweben, und zwar besonders i 
den Zellkernen, verbreitet sind. In der zweiten Abhandlung dieser Reihe 
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t aus der Disproportionalitat zwischen Chlorophyllmenge und assimilatori 

her Leistung gefolgert worden, dal} das Chlorophyll im Assimilations- 

rgang mit einem Enzym zusammenwirke. Durch die vorliegende Unter- 

suichung wird es wahrscheinlich, daB das am Assimilationsvorgang beteiligte 
Enzvm als eine dissoziierbare Sauerstotfverbindung wirkt.** 

In dengdi Jahren, die seitdem vergangen sind, dirften diese Ver- 

J . . . 

suche bei dém groBen Interesse, das dem Assimilationsproblem ent- 


gegengebracht wird, vielfach bestatigt worden sein. Hier sei ein Bei- 


Oo 
= 


spiel angefiihrt, wie bei Algen nach einer Erstickungsperiode die Assi- 


milation zunachst gehemmt ist und dann rasch ansteigt. 


Tabelle I. Willstatter-Stoll-Effekt bei Anabaena und Chlorella. 
Pflanzen in Stickstoff-Kohlensiure 18 Stunden mit Phosphor im Anhang 
dunkel gestanden, Anhang geschlossen, 1 Stunde belichtet. O,-Entwicklung 
n cmm wahrend dreier aufeinanderfolgenden Perioden von je 20 Minuten. 





Temperatur = 20°. 

Die ersten 20 Mir Die zweiten20 Min. Die dritten 20 Min. 
AVRDOGHR. « 4 6 «>. ; 0 +49 49 
Chlorella... .. ; 0.5 +35 + 50 


Wieder 2 Std. mit Phosphor gestanden, daann Anhang geschk ssen, belicl tet. 
I 


ie) 
to 


(Anabaena. a0 ews + | 
CHIOMMHA . 2.6 sw ce + 1 


“iI 


+ 42 


Assimilation von Scenedesmus und Chlorella in Abwesenheit von Sauerstoff. 


Nachdem ich gefunden hatte, daB Purpurbakterien Kohlensaure 
assimilieren, ohne daB auch nur Spuren von Sauerstoff zugegen sind?, lag 
es natiirlich nahe, an das abweichende Verhalten der Pflanzen zu denken 
und sich zu iiberlegen, ob es nicht doch durch sekundare Reaktionen 
bedingt sei. Zwei Dinge fielen mir auf: 

Erstens, daB die Assimilationshemmung nicht so sehr davon ab- 
zuhéngen schien, wie griindlich man den Pflanzen den Sauerstoff entzog, 
sondern wie lange. Oxylhdmoglobin, das eisenhaltige und das gelbe 
Atmungsferment, Cytochrom usw. geben namlich ihren Sauerstoff, wenn 
man die lebenden Zellen in Stickstoff bringt, in kiirzester Zeit ab, ent- 
weder indem sie dissoziieren oder indem sie reduziert werden. 

Zweitens, daf niemand sich die Frage gestellt zu haben scheint, in 
welcher Weise die Stoffwechselvorgange, die bei Sauerstoffmangel in der 
Pflanzenzelle auftreten, die Fahigkeit, zu assimilieren, beeinflussen 
kénnten. 

Den Zeitfaktor konnte man zur Not durch besondere Affinitats- 
verhaltnisse der hypothetischen Sauerstoffverbindung erklaren. Uber 
die Wirkung der Anaerobiose auf den Assimilationsapparat war nichts 


1 Diese Zeitschr. 260, 1, 1933. 


Biochemische Zeitschrift Band 280, 92 
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bekannt, und es lie sich auch kaum etwas voraussagen. Wenn m 
griine Pflanzen im Dunke!n in Stickstoff bringt, so veratmen sie den 


den Zellen enthaltenen Sauerstoff und beginnen dann meBbar zu gar 


Nach O. Warburg und F.. Kubowitz' ist die Affinitat des Atmungsferments 


zu Sauerstoff so groB, daB noch bei Sauerstoffdrucken von 10-° Ati 


die Geschwindigkeit der Atmung unverandert ist. Auf Grund de 


Beziehungen zwischen Atmung und Garung (Pasteur- Meyerhofsc} 
Reaktion) diirfte eine in Stickstoff garende Zelle durch ihre eige 
Tatigkeit rascher von den letzten Spuren an Sauerstoff befreit werde 


als durch irgendein i: 





50; umgebenden Medium 


vorhandenes Sauerstofi 
absorptionsmittel. Nac! 
Versuchen von R. Bm: 


son", wie von L. Gen 


=. we 


vois® werden sowohl At 
mung als Garung durc! 
Zusatz von Zucker bh 
schleunigt. Bei der Ga 





S 
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rung der grimen Pflar 


Assimilation in mm Druckanderung 


nicht nur Alkohol, son 
= n= J dern auch organisch: 
r/ : } - 
O ei in Minuten ad Saure gebildet. Eine mit 





Abb. 1. Assimilation von Scenedesmus nach einer Dunkel- Zucker beladene, lt 
neriode von 17 Stunde e .eom Zellen in 3 ccm eines nye - 
teeenctbiant Hsing se rahzos nr a ened wien tae Stickstoff gehalten 
und 15 Tl. m/10 NagCO,. 7=18°. Bei t=0 Beginn det Pflanze sollte daher nacli 
Glucose; ¥) in Stickstolt; A in Stickstof unter Zesats emer kurzen Dunkel 
von 0,3 °/9 Glucose. zeit eine starke Assimi 
lationshemmung zeigen 
entweder, weil die hypothetische dissoziable Sauerstoffverbindung 
Gelegenheit hatte, rasch zu zerfallen oder weil, wie ich vermutete, di 
Garungsprodukte die Assimilation hemmen wiirden. 
Fiir meine Versuche wahlte ich leicht zu ziichtende Algen, Chlorell 
und Scenedesmus, die in Wasser oder Carbonatpuffer oder Anopscher 


Lésung in einer Verdiinnung suspendiert wurden, wie sie fiir mano 


metrische Assimilationsmessungen nach der Methode von O. Warbury 
sich als giinstig erwiesen hat. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 1 zusammengefaBt. Von einer Hemmung 
der Assimilation war selbst nach einer Dunkelzeit von 17 Stunden nichts 


o. Warburg Ve gl Kubowitz. diese Zeitsehr. 21 1. 5, 1929. 2 R. Emersor 
J. ot Gen. Phys. 10, 469, 1927. 31. Genevois, diese Zeitschr. 186, 461, 1927 


zen wird nach Genevois 


zu I 
zusa 
Unt 
em 

Die 
proce 
aer 

wur 
vih 
mit 

susp 
sind 


gest 


Dun 
glei¢ 
Zuc] 
stot 
halb 
Wir) 
bliel 
Dun 
bei — 
SUSP 
spro 
mun 
mit 
gew 
stoft 
prod 
hem 
war 


ande 
gang 
eine) 
strie 
den 


Kur 


in di 
diox 


were 





Kohlensiureassimilation griiner Pflanzen 345 


zu merken. Weder war der Aufenthalt in Stickstoff, noch der Zucker- 
gusatz von EinfluB. Zwischen Luft und Stickstoff bestand nur der 
Untersehied, daB die Assimilation in Luft wegen der starkeren Atmung 
ein wenig geringer schien. Der MiBerfolg konnte zwei Griinde haben. 
Die Zellen enthielten entweder noch zuviel Sauerstoff, oder die Garungs- 
produkte waren in das umgebende Medium diffundiert und konnten in 
der groben Verdiinnung nicht mehr hemmend wirken. Die Versuche 
wurden daher unter Anwendung von Sauerstoffabsorptionsmitteln 
vahrend der Dunkelzeit und 
mit etwas dichteren Zell- 
suspensionen wiederholt. Sie 





= 
S_ 


sind in den Abb. 2 und 3 dar- 
gestellt. 
Es ergab sich, daB kurze 


= 


Dunkelperioden, selbst — bei 


/ 


gleichzeitiger Einwirkung von 
Zucker innerhalb und Sauer- 
stoffabsorptionsmitteln auBer- 
halb der Zelle, ohne jede 
Wirkung auf die Assimilation 


—_ 


blieben, daB aber lange 


Sauerstoffabgabe in mm Druckidnderung 
> DD 


Dunkelperioden, besonders 
bei Verwendung dichter Zell- 
suspensionen, eine  ausge- 
sprochene Assimilationshem- 
mung zur Folge hatten. Da- bb. ee ee 


mit war es sehr wahrscheinlich Dunkelperiode von 15 Stunden. 0,05 
; F 2cem Carbonat-Bicarbonatpufferl 
geworden, da nicht Sauer- Bei t= 0 Minuten Beginn 


a4 x I Stickstoff(wihrend der Dunkelzeit mit 
stoffmangel, sondern Garungs- Luft; © in Sticks shes ; —_ 
, Chromehloriir als Sauerstoffabsorptionsmitte 


produkte fiir die Assimilations- 
hemmung verantwortlich waren. Aber auch diese Hemmung trat, und das 
war unerwartet, nicht sofort, sondern erst nach einigen Minuten auf. 
Viele Versuche, die je nach den Bedingungen die eine oder die 
andere Erseheinung besonders deutlich zeigten, kénnen hier iiber- 
gangen werden, da es méglich ist, alle wesentlichen Beobachtungen an 
einem Experiment, das ausfiihrlicher besprochen werden soll, zu demon- 
strieren. Die Einzelheiten dieses Versuchs sind in der Tabelle IL und in 
den Abb. 4 und 5 enthalten. Abb. 5 ist die vergréBerte Wiedergabe des 
Kurvenanfangs in Abb. 4. 
Kin Unterschied gegeniiber den Versuchen der Abb. | bis 3 besteht 


in der Anwendung ungepufferter Suspensionsfliissigkeiten und kohlen- 


dioxydhaltiger Gasmischungen. Dieser Unterschied ist, wie wir sehen 
werden, insofern wesentlich, als nicht nur die Bildung von Sauerstoff, 
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sondern auch die Absorption von Kohlenséure sich durch Drue] 


anderungen Zu erkennen gibt. 


Der Versuch der Tabelle IT wurde in Stickstoff und in Kohlenoxyd 


durchgefiihrt, doch sollen die Wirkungen des Kohlenoxyds, da s 
kompliziert sind, gesondert besprochen werden. 

Nach Genevois ist die Garung der Algen, solange noch klein 
Mengen Sauerstoff gegenwartig sind, herabgesetzt oder véllig kompe: 





Ss 





bgegebener Sauerstof in cmm 








5 
= 
0 5 70 15 
Zeit in Minuten 

Abb. 3. Assimilation von Scenedesmus in einer Carbonat-Bicarbonatpufferlésung unter Zusatz 
von 0,5 °9 Glucose. 0,08 eem Zellen in 3ceem. T7189. Nach einer Dunkelperiode \v 
3 Stunden: in Luft; in Stickstoff; > in Stickstoff, mit gelbem Phosphor im Gefil 
ansatz wihrend der Dunkelzeit; ©) in Kohlenoxyd mit gelbem Phosphor im Gefafansat7 
Nach einer Dunkelperiode von 14 Stunden: in Stickstoff mit gelbem Phosphor im Gefa 


ansatz; @ in Kohlenoxyd mit gelbem Phosphor im GefaBansatz 


siert. Wir sehen aus den ersten Zahlen der Tabelle IT, daB schon zu 
Beginn der Dunkelperiode die Garung von Scenedesmus meBbar groB, das 
GefaB also praktisch sauerstofffrei ist. Im Laufe von 15 Stunden fallt 


die Garung langsam ab und ist schlieBlich so gering, daB sie bei der 
folgenden Messungen nicht stéren kann. Belichten wir jetzt die Algen 
so treten im Manometer die in Abb. 4 aufgezeichneten Druckanderunge1 
auf. Nach einem schnell voriibergehenden Druckanstieg, der den 
Anfang der Kurven in den Abb. 2, 3 und 6 entspricht, beginnt eine stark: 
Absorption von Kohlenséure, die lingere Zeit gleichmaBig verlauft 
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dann durch die beginnende Sauerstoffentwicklung kompensiert wird 
und sehlieBlich in positive Drucke, die die normale Assimilation an- 
zeigen, ubergeht. 

Man kennt Falle, bei denen der assimilatorische Quotient scheinbar 
nicht | ist, weil ein Teil des entwickelten Sauerstoffs veratmet wird, 
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Abb. 4. Assimilation von Scenedesmus in Leitungswasser nach einer Dunkelperiode von 15 Std. 

Kurve | in Stickstoff mit 5 COs. Kurve IL in Kohlenoxyd mit 5 %9 CO sei t= 0 Minuten 

Jeginn der Belichtung. Rotes Licht ab 640mu. Steigen der Kurven bedeutet Abgabe von 

Sauerstoff an den Gasraum, Fallen Absorption yon Kohlensiiure aus dem Gasraum. Siehe Text 
und Tabelle II. Bei ¥ weifes Licht in I. 
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Abb. 5. VergréBerte Darstellung des Anfanges der Kurven in Abb. 4 Beginn der Assimilation 


einer dichten Suspension von Scenedesmus in Leitungswasser nach einer Dunkelperiode von 
15 Stunden. 
I xX in Stickstoff mit 5° CQ. Il normale Atmung + Assimilation in Sauer- 
II © in Kohlenoxyd mit 5 COs. stoff mit 5°, CO». am Ende des Versuchs. 
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ohne daB die gleiche Menge Kohlenséure entsteht!. Das Extrem einer 
solehen Verkettung von Stoffwechselvorgangen liegt hier vor. In der 
Dunkelheit ist wahrscheinlich ein Stoff gebildet worden, der mit ungewohn- 
licher Schnelligkeit verbrannt wird, sowie die ersten Spuren von Sauer- 
stoff entstanden sind. Ein fiir die hier zu klarenden Fragen sehr giinstiger 
Umstand ist es, daB bei der Oxydation dieses Stoffes das Verhaltnis 
verbrauchter Sauerstoff 
gebildete Kohlensiéure 
pensation der Assimilation ware von einer Hemmung nicht ohne weiteres zu 


von | verschieden ist. Denn die genaue Kom- 


unterscheiden. So aber wird deutlich, daB eine fiir den Reduktionsvorgang 
notwendige Sauerstoffverbindung, die bei Belichtung nach einer An- 
aerobiose allmahlich wieder neu aufgebaut wird, nicht existiert. Die 
rasche Kohlenséureabsorption ohne Abgabe von Sauerstoff erinnert an 
den Stoffwechsel der Purpurbakterien. Man kénnte an eine voriiber- 
gehende Umschaltung des Assimilationsvorgangs selbst denken, in der 
Art, daB erst nach langerer Belichtung molekularer Sauerstoff gebildet 
wiirde. Dies ist jedoch nicht der Fall, wie aus dem Verlauf der Stoff- 
wechselvorgange zu Beginn der Belichtung hervorgeht (Abb. 2, 3, 5 und 6). 
Im Augenblick der Belichtung treten die starksten positiven Drucke auf, 
die tiberhaupt an dem Versuchsobjekt bei der betreffenden Licht- 
intensitat gemessen werden konnten. Dies beweist, daB der Assimilations- 
apparat wahrend einer Dunkelzeit von 15 Stunden in Abwesenheit von 
Sauerstoff nicht verandert worden ist, ferner, daB fiir die Reduktion der 
Kohlensaure keine ,,Vorbereitungs**- oder ,,.Induktionszeit’ erforderlich 
ist”, sondern daB die im Chloroplasten vorhandene Kohlensadure sofort 
mit der von R. Emerson und W. Arnold® fiir diese Temperatur fest- 
gestellten Geschwindigkeit, némlich in Bruchteilen von Sekunden, 
reduziert wird. Die Entwicklung von Sauerstoff ist das erste, was bei 
der Belichtung einer durch Dunkelheit und Anaerobiose. stillgelegten 
Algenzelle eintritt. Darauf folgt die Absorption von Kohlensaure zur 
Erganzung der im Chloroplasten reduzierten, und erst dann, wenn der 
Sauerstoffdruck in der Zelle eine gewisse GréBe erreicht hat, beginnt die 
Atmung. Wie schnell diese Vorgiange sich einspielen und ein stationarer 
Zustand erreicht wird, hangt auBber von dem Bau der Zelle, den Dif- 
fusionswegen usw. besonders von der Vorgeschichte ab, davon, wieviel 
und welche Garungsprodukte sich angehaduft haben. Der Fall, dab 
die Garungsprodukte den Assimilationsapparat narkotisieren und die 
Abgabe von Sauerstoff zunachst direkt hemmen, wie z. B. in dem Ver- 
such der Abb. 7, scheint seltener zu sein, als ich zu Beginn meiner Unter- 


1 Vel. R. Willstdtter u. A. Stoll, loc. und die Monographien tiber die 


»)- 


Kohlensaureassimilitation. - 2 J. Franck, Naturwiss. 23, 226, 1935. 
3 R. Emerson u. W. Arnold, J. of Gen. Physiol. 15, 391, 1932. 
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suchungen angenommen habe: es seidenn, man deute die irreversible 
Schadigungen, die besonders bei héheren Pflanzen so leicht auftreten 
auf diese Weise 

In dem Versuch der Tabelle If habe ich. nachdem die normal: 
Assimilation einigermaBen in Gang gekommen war. das Versuchs 
gefaB an Stelle von Stickstoff mit Sauerstoff gefilllt. Wie aus der 
Zahlen hervorgeht, beobachtet man dann eine ungewohnlich stark 
Atmung. Es dauert etwa 2 Stunden, bis die Stoffwechselvorgange dei 
Algen die gewohnlichen GriBenverhaltnisse aufweisen. Wenn wir an 
nehmen, daB in der Zeit vom Beginn des Belichtungsversuchs bis zum 
Ende des anaeroben Stoffwechsels die Zelle keine Herabsetzung ihrer 
assimilatorischen Fahigkeiten erlitten hat es wurde ja eher das 
Gegenteil der Fall sein —, so kénnen wir, mit Hilfe der von Warburg ab 
geleiteten Formeln!, einige quantitative Vergleiche anstellen. 

Aus der Tabelle Il entnehmen wir, da’ die normale Atmung 
— 10mm inl0 Minuten vor und nach der Belichtung betragt. Wahrend 


der Belichtung finden wir + 10mm, die Assimilationsleistung ist in 
Wirklichkeit also h 20mm. Setzen wir den assimilatorischen 


Quotienten der Einfachheit halber gleich | (Warburg und Negelein 
haben bei Chlorellasuspensionen Abweichungen gefunden ?), so ist die in 
10 Minuten entwickelte Sauerstoffmenge in cmm: 

xy | ray .f- Lay 10 

ai. — — 20 + — - + 64. 

= Koo, - -Ko 1,47 - 101 

Diese Zahl ist, wenn wir die Fehlergrenze der Messungen in Betracht 
ziehen, gleich derjenigen, die sich aus der Kurve I der Abb. 5 fiir die 
Geschwindigkeit der Sauerstoffproduktion in den ersten Sekunden nach 
Beginn der Belichtung ergibt. Da die GefaBkonstante fiir Sauerstoff in 
diesem Falle gleich 1 war, geben die mm auch die Zah] der emm an, 
X,, liegt dort zwischen 50 und 60 emm! 

Unter der Annahme, die durch den Kurvenlauf gerechtfertigt erscheint, 
da} der Assimilationssauerstoff durch die Zellsuspension zundchst schneller 
verbraucht wird als er entsteht, konnen wir den respiratorischen Quotienten 
des veratmeten Géarungsprodukts ungefaihr berechnen. Wir finden fiir 
langere Zeit eine ziemlich konstante Druckénderung von / 14,5 mm 
in 10 Minuten. Sie setzt sich zusammen aus der Assimilation von Kohlen- 
siure und der Bildung von Kohlenséiure bei der Veratmung des Assimila- 
tionssauerstoffs. Die in 10 Minuten assimilierte Kohlensaure ist gleich der 


O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Jul. Springer, 
1926. Siehe auch H. A. Krebs in Oppenheimer-Pincussen, Methodik der 
Fermente und Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. XI, 
Teil 4, S. 101, 1929. 20. Warburg u. E. Negelein, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 102, 236, 1922; O. Warburg, ,,Katalytische Wirkungen usw.**. Berlin, 
Jul. Springer, 1928, S. 430. 
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entwickelten Sauerstoffmenge, also gleich 64 ¢mm, daher Reg, (Atmungs 
kohlenséiure) Xco h.Keo 64 14,5 . 1,47 $3. und der 


} 


respiratorische Quotient der unbekannten Substanz demnach: 


emm O, 64 

emm CQO, 43 
Es erhebt sich die Frage, welcher Art die Substanz ist, die von Scene 
desmus bereits bei so niedrigen Sauerstoffdrucken mit einer ungewohnlich 
hohen Geschwindigkeit oxydiert wird. Ein Versuch, mit Acetaldehyd diese 
Reaktion kiinstlich nachzuahmen, ist, wie Tabelle LIL zeigt, negativ aus 


gefallen. 


Tabelle II. Assimilation yon Scenedesmus in Gegenwart von 
Acetaldehvd. 


0,06 cem Zellen suspendiert in m_ 100 Bicarbonat. zum Teil unter Zusatz von 





m/100 Acetaldehyd. Temperatur 22”. 
b 
V (ecr 14.8 l 1] 
V,-(cem 
ee. 3s ber ee ; , : , ; Ohne Zusatz Mit m'100 Acetaldehyd 
N i 

Gas No I ) ( No I ) co ( 
Dunkel 15 Min. On + 3 + 2 2 
Mit weibem Licht in 10 Min + 24 + 11 14 
™ . . oe ~ ; + 4 + § 7 

v0 ot Sf + 21 27 4] 


Ich méchte hier an die enge Bindung erinnern, die zwischen Assimilation 
und Atmung zu bestehen scheint. Warburg! hat beobachtet, daB die Kom 
pensation der Atmung durch die Assimilation im Gegensatz zur normalen 
Assimilation, die auBerst blausiureempfindlich ist durch Blauséure nur in 


hohen Konzentrationen gehemmt werden kann. 


Einwirkung von Kohlenoxyd 
auf die Assimilation yon Scenedesmus und Chlorella. 

3ei der Einwirkung von Kohlenoxyd auf den Stoffwechsel der 
Pflanzen sind manometrisch folgende Beobachtungen zu erwarten: 

a) Verstarkung der Atmung durch Verbrennen des Kohlenoxyds 
im Dunkeln und dadurch vorgetauschte Hemmung der Assimilation 
im Licht*. 

b) Hemmung der Atmung durch Reaktion des Kohlenoxyds mit dem 
Atmungsferment im Dunkeln und dadureh vorgetiusechte Beschleuni- 


1 O, Warburg, diese Zeitschr. 108, 205, 1920. * Emerson, J. of Gen. 
Physiol. 10, 469, 1927; Dissertation Berlin 1927; MM. Padoa ue. N. Vita, 
diese Zeitschr. 244, 296, 1932. 
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gung der Assimilation im Licht. Diese Reaktion wird weiter kompliziert 
durch die Lichtempfindlichkeit der Ferment-Kohlenoxydverbindung!, 
¢) Bei vollstandiger Hemmung der Atmung Auftreten von Garungs- 
vorgangen 2. 
d) Bei Abwesenheit von Sauerstoff Hemmung bzw. Umschaltung 
von Garungen, wenn es sich um Wasserstoffgarungen handelt?. 


30 





X% 
Ss = 


Druckanderung in mm 
S 











0 3 Bin ey Ae 10 1 
Zeit in Minuten 


\bb. 6. Assimilation von Scenedesmus nach einer Dunkelperiode von 16 Stunden. Je 0,13 ecm 





Zellen in 4eem m/50 Phosphatpuffer pq 6,5. Temperatur = 19°. Bei ¢ 0 Beginn der Be- 
lichtung. Intermittierende Belichtung (Sektor), 60 Perioden pro Sekunde. Je 1,67- 10-3 sec 
hell und 1,5-10~-2 see dunkel. Gelbes Licht ab 560 mu. 

Kurve I in Stickstoff Kurve II in Kohlenoxyd 


e) Indirekte Hemmung der Assimilation nach anaeroben Dunkel- 
perioden durch Hemmung der Oxydation stérender Gaérungsprodukte. 
Diese Wirkung ware natiirlich ebenso wie Reaktion b lichtempfindlich. 

f) Direkte Hemmung der Assimilation durch Reaktion des Kohlen- 
oxyds mit der ,,Katalase‘‘ des Assimilationsapparates. 

Die meisten dieser Wirkungen sind, wie aus der angefiihrten Lite- 
ratur hervorgeht, wirklich beobachtet worden und miissen bei der 


! AuBer den Arbeiten von O. Warburg vel. noch PR. Emerson, 1. ¢.: 
W. Kempner, J. of Gen. Physiol. (im Druck). — * W. Kempner, ebenda. 

Bisher nur bei Bakterien beobachtet: 1/7. Stephenson u. L. Stickland, 
Biochem. J. 26, 712, 1932; W. Kempner, diese Zeitschr. 257, 41, 1933; 
W. Kempner u. F. Kubowitz, ebenda 265, 245, 1933; H. Gaffron, ebenda 
279, 1, 1935. 
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Deutung der Versuchsergebnisse in Betracht gezogen werden. Da sie 
ich zum Teil tiberlagern, fallt die Entscheidung, um welche Wirkung es 
sich eigentlich handelt, manchmal schwer. Bisher noch nicht beobachtet 
sind die Reaktionen e und f:; denn iiber eine Wirkung des Kohlenoxyds 
auf die Assimilation der Pflanzen findet man in den bekannten 
Monographien (z. B. Spoehr: Photosynthesis!) keinerlei Angaben. 
VW. Padoa und N. Vita (1. ¢.) erwéhnen 1932 eine Hemmung der 
Assimilation, besonders bei Wasserpflanzen, durch Kohlenoxyd. Da 
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Abb. 7. Assimilation von Chlorella in Anopscher Lisung nach einer Dunkelperiode 
41 Stunden mit Phosphor als Sauerstoffabsorptionsmittel. Bei f= 0 Beginn der Belichtung 
Steigen der Kurve bedeutet Abgabe von Sauerstoff, Fallen Absorption von Kohlens&ure 


Kurve | in Stickstoff mit 5 COs Kurve II in Kohlenoxyd mit 5 CO 
Kurve II in Luft mit 5% 9 CO, (vgl. Tabelle IV) 


die Autoren gleichzeitig eine Steigerung der Atmung_ beschreiben, 
denke ich, daB es sich um einen und denselben Effekt handelt 

Aus den Abb. 4 bis 7 und den Tabellen II, IV bis IX geht hervor, 
daB Kohlenoxyd das Assimilationsvermégen von Scenedesmus und von 
Chlorella sehr stark zu becinflussen vermag. Die Wirkungen kénnen da 
bei jeden Grad von der vollstandig reversiblen Hemmung bis zur irre- 
versiblen Sechadigung annehmen. Die hier wiedergegebenen ersten 
Versuche klaren die neuaufgefundenen Reaktionen mit Kohlenoxyd 
keineswegs cndgiltig aut. Diese Wirkungen verdienten vielmehi 
unter anderen Bedingungen bei verschiedenen Objekten — unter- 
sucht zu werden. 


' Chemical Catalog Company, New York, 1926. 
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Verdrangt man die Luft in einem ManometergefaB, das belichtete 
assimilierende Algen enthalt, durch Kohlenoxyd (Tabelle [IV bis VI) 
so beobachtet man oft jedoch nicht immer (siehe Tabelle X) 


eine Verminderung der positiven Drucke. Diese Wirkung ist reversibe] 
und verschwindet sofort, wenn das Kohlenoxyd wieder durch Luft 
oder Stickstoff ersetzt wird. Da man in diesen Fallen meistens 
auch eine Verstarkung der Atmung im Dunkeln findet, bin ich ge 
neigt, hier keine Wirkung auf die Assimilation, sondern eine Verbrennung 
des Kohlenoxyds anzunehmen. Anders steht es mit der Wirkung 
des Kohlenoxyds auf Algen, die einige Zeit anaerob im Dunkeln ge 
halten worden sind. Die Abb. 4, 5, 6 und 7 und die Tabellen IT und I\ 
zeigen aufs deutlichste, daB eine Hemmung der Assimilation vorhanden 
ist. Diese Wirkung kann eine indirekte sein (wie e). In einer vor 
liufigen Notiz! habe ich die Kohlenoxydhemmung auf diese Weis 
gedeutet, weil die Hemmung der Atmung eine so wohlbekannte und 
gut untersuchte Reaktion ist, daB es nahe lag, sie an Stelle einer neuen, 
unbekannten zur Erklarung heranzuziehen. Die Versuche in Abb. 5 
und 6 aber zeigen, daB bereits die Reduktion der im Assimilations- 
apparat gebundenen Kohlensaure gehemmt wird. Die Hemmung 
von Oxydationsvorgangen liefert keine ausreichende Erklarung fiir diese 
Wirkung 

Nun hat L. Califano? eine reversible lichtempfindliche Wirkung des 
Kohlenoxyds auf die Katalase beobachtet. Bezeichnen wir das Ferment, 
das in der Blackmanschen Reaktion die Entbindung des Sauerstoffs 
besorgt, auch als Katalase, so ist die neue Kohlenoxydwirkung als eine 
spezifische Reaktion der Katalase mit Kohlenoxyd zu deuten. Sie tritt 
nur nach einer anaeroben Dunkelperiode auf (vgl. Tabelle V). Sei es, 
weil nur im Dunkeln die Konzentration an photochemischem Zwischen- 
produkt (,.Peroxyd*) so gering ist, daB das Kohlenoxyd dieses aus seiner 
3indung mit der Katalase verdringen kann, sei es, weil die mit Kohlen- 
oxyd reagierende Bindung normalerweise von Sauerstoff besetzt ge- 
halten wird. Es ist zu beachten, daB Califano die Hemmung der Katalase 
durch Kohlenoxyd nur in Abwesenheit von Sauerstoff erreichen konnte. 
Eine Affinitaét zu Sauerstoff kann, wenn wir der Katalase der Black- 
manschen Reaktion die Konstitution einer Eisen-Porphyrinverbindung 
beilegen, nicht iiberraschen. Tabelle VIII enthalt jedoch einen Versuch, 
in dem 5%, Sauerstoff im Gasgemisch die Hemmung noch nicht zu 
beseitigen vermochte. Weitere Versuche miissen zeigen, ob diese 
Annahme ausreichend ist. Es laBt sich z. B. noch nicht erklaren, 
warum die Hemmung in manchen Fallen erst nach sehr langer 
Belichtung aufgehoben wird (Abb. 7). Es scheint, als ob zu der Hemmung 


! Naturwiss. 23, 528, 1935. — 2 L. Califano, ebenda 22, 249, 1934. 
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ler Katalase noch eine Hemmung der Bildung von photochemischem 
Primarprodukt hinzukame. Dies kann sowohl am geanderten Garungs- 
tblauf in Kohlenoxyd, wie auch an mehr zufalligen Nebenwirkungen 


liegen. Mindestens ist es auffallig, daB die langanhaltenden Hemmungen 


fabelle IV. Chlorella 41 Stunden im Dunkeln in Gegenwart von 
Phosphor gestanden und dann (ohne Phosphor: belichtet (in 
Knopscher Lésung). 
Anhange vorher geschlossen. Temperatur 17°. 0,24 cem Zellen in 7 cem. 
WeiBes Licht. Zwei Metallfadentauchlampen. 





(ecm). oe a a 25.5 V 27 


Ve, (cem) 
RRA Se cig eee No/5 CO CO CO. 


mm Druckanderungen 


hell fortlaufend 
fortlaufend 

OG 0 0 

i Pa dag 2 ae oe vas — § 0 

20 : 11 0 

22.5 13 0 

. — 14 0) 

} 10 0 

36 4 0 

46 u : + 13 0 
56, 33 4 

61 - + 45 0) 

64 52 oa 

b/ + f() se} 

70 Lio Oe + 68 ane Th 

75 . Qe Stet a + Sl 16 
a ae ae eee er + 95 17 
a ee ane oe -L 107 — 16 

., eae were + 125 —15 
Me sy a ey + 170 8 
Se aoe ae ‘ 293 (+ 33 in 10 Min.) — 5(+3 in 10 Min.) 
120 ee ne eee + 219(+32 .,10 . — 1(+4.,.10 4, ) 

In GefaB 1 CO durch Luit/CO, ersetzt 
fortlaufend 10 Min. + 16 
YI) 10 ss «$6 
30 1). . + 16 


Luft durch No, dann durch CO/C Os, ersetzt 


LO Min. 7; (OO 
Sauerstoff 35 Min. durch Phosphor absorbieren lassen. 

10 Min. 1 

10 pe =} 4 


Jetzt abwechselnd N, oder CO im GefaiB und vor dem Belichten immer 
Sauerstoff absorbieren lassen. In CO in den ersten 5 Minuten stets ver- 
zogerte Assimilation, nicht in N,! 












belichteten GefaBen 


Tabelle V. Chlorella, 


5 ecm mit 0,22 cem Zellen. 


El. 





dichte 


die kohlensaurehaltige Gasmischung 


neuert. 


Gaftfron: 


Suspension in 


Knopscher Lésung. J 


In diesem Versuch wurde in den langere Zeit 


mehrmals et 


Temperatur 16°, 





















a) (vas 


2) Min. hell 
b) Gas 
140 Min. 
10 Min. . . 
(Nach 20 Min. 
10, hell 
c) Gas 
10 Min. hell 
d) Gas 
100 Min. 
10 Min. 
840 Min. 


10 Min. 


Tabelle 


hell) | 


) é ; ey 
(Nach 10 Min. dunkel) 


hell 


\ssin 


etwa + 900 


2% O 


114 


OO. und 3%, 60, in €O 


hell 


Assimilation, nicht gemessen 


(Gas mehrmals erneuert) 


+ 43 


1 2 
+. 36 


und 6 CO. Oo 
dunkel 


ilation) + 18 (Garung) 


(Gas mehrmals erneuert) hell 


+42 


dunkel 


+ 163 (Garung) 


hell 
9) 


+2 
dunkel 
+ 244 (Garung) 
hell 


) 


VI. Chlorella, dichte Suspension. 
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15 Min. hell . 





2 Tage mit 


+ YW) 


0,18 bis 0,2cem Zellen in 5cem. Temperatur 16°. 
4 q 
} ! 13,3 13.5 
J “IT 5 5 
iD kanderung 
a) Gas 2° CO, und 3% Oy inN, 2% CO, und 38% O, in CO 
150 Min. dunkel mn O7 98 
60!) ‘i un- 
bewegt 20 4.26 
15 Min. dunkel 
bewegt . 3 fay 
15 Min. hell + 100 ee 
120 . dunkel — 50 1 
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Tabelle VII. Chlorella, 5cem Zellsuspension mit 0,05ccem Zellen. 
Temperatur 13° 
n 13 13,5 
I Drucka ng 
4 ee 5 CO, in Lut 
Hell 10 Min. . 9 g 
Dunkel 20 Min l l 
b) Gas. By , 5 CO, in Ny 5° CO, in CO 
(Nach 30 Min. dunkel und 
15 Min. hell 
Hell 10 Min. . 1 7 10 
Dunkel SO Min. 2 6 
Hell 10 Miz q ptt 
(Nach 1299 Min. dunkel 
Hell 10 Min + 6 0 
(Nach 100 Min. hell) 
Hell 10 Min. + 16 7 
) Gas Sel 5 9% ( Os n Luf 
Hell 10 Mu 4.20 14 
Tabelle VIII. Chlorella. 
0,12 cem Zellen in 5ccm Suspension. Temperatu 16°. 
lo s { t) ‘) { ) 
, Fortsetzung 
; } tzt m 5 ( ) 
S Min. hell. 1 67 5° O, in CO neu gefiallt 
80 . dunkel — G2 Nach 10 Min 
8 hell 50 dunkel 
960 . dunkel 15 8 Min | 4 
(Atinung + Girung) Zellen gewasehen. n 
suspendiert 
) CO, in Luf 
8 20 
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Kohlenox vdhemmung 
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Tabelle IX. Irreversible Schadigung in Kohlenoxyd 
Chlorella, 0.05 ccm Zellen in 7 cem Wasser. Temperatut 15°. 
I 24 3 ¢ 
ia] ~ 
Yr Dr Aa 4 

1) Gas Ne Dd CO. in N 

15 Min. hell. . ; 31 + 29 
b) Gas , ; CO No 

1180 Min. dunkel CO, und O, durch alkalische Hydrosulfitlbsung im 


Anhang absorbiert 


(,as So holed eta. ah ) 
Nach 10 Min. dunkel 
15 Min. dunkel 


1 


hell 


Nach $0 Min. hell 
Le ve ated +2 


Tal elle ‘. 


Phormidium tenue in Knopscher Lésung, 


IR 


auf Kolie: 





seide'. Temperatur 18°. 
665 67 
V(eem 13.68 13.70 
mm Druckanderung 
ee RE ic 6. koa Se 5 ¢ CO, in Luft 
15 Min. hell. . . . + 24 23 
a Eee 5 CO, in N 
15 Min. hell. + 20 + 22 
c) Gas. er 5% CO, in CO 
15 Min. hell. . ; + 20 29 
d) Gas 5% CQ. in N 5 Co. m CO 
14Std. im Dunkeln gehalten 
15 Min. hell. . . . +6 + 13 
15 P > & — g 








Dieser Versuch zeigt, da8 Kohlenoxyd auf die Assimilation von Phor- 


midium keinen besonderen Einflu8 hat. 


meistens dann beobachtet worden sind, wenn gelber Phosphor als Sauer- 
stoffabsorptionsmittel gedient hat. Die Spuren an Phosphor, die immer 
in den Hauptraum des VersuchsgefiBes hiniberdestillieren und die 
man beim Offnen an der Rauchbildung erkennt, kénnen nicht als 
harmlos angesehen werden. Den gleichen unbestimmten Ursachen 
schreibe ich die schneller voriibergehende Hemmung in den Kontroll- 
gefaBen dieser Versuche zu (Tabellen IV, VII). 


! Siehe letzter Abschnitt: Methodisches. 
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Uber ..Chlorophylifluereszenz und Assimilation*. 
Wir lesen bei H. Kautsky (1. ¢ 


.In einem belichteten Blatt findet ein Vorgang statt. welcher Licht 


ie verbraucht, namlich die Kohlensaiureassimilation, und es ist be 


innt. daB die fiir diesen wichtigen Vorgang notige Lichtenergie vom 


er 


inen Pflanzentarbstoff absorbiert wird. Die Beobachtung der Fluoreszenz 
derungen im lebenden Blatt stellt ums deshalb vor die bedeutend: 
ifgabe, einem Zusammenhang zwischen der Kohlensaureassimilation und 


r Ausléschung der Chlorophvliifluoreszenz im assimilierenden Chloro- 


asten nachzuspuren.” 


Kautsky und Mitarbeiter haben gefunden, daB die Chlorophvll- 
fluoreszenz im Blatt durch Sauerstoff, und zwar nur durch Sauerstoff, 
geléscht wird. Seiner Meinung nach beginnt daher auch die Assimilation 
mit einer Ubertragung der gesamten Lichtenergie auf Sauerstoff! 

Mit den in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Assimilations 
messungen ist diese Anschauung unvereinbar. Nun sind die Beob- 
ichtungen von Aautsky sicher richtig. Die Lésung des Widerspruchs 


ergibt sich aus einer Betrachtung der quantitativen Verhaltnisse. Uber 
den Anteil der fluoreszierenden Molekiile an der Gesamtzahl der durch 
las Licht angeregten Molekiile schreiben Aautsky und Hirsch: 


.Es ist vielleicht hier schon vorteilhaft, darauf hinzuweisen, dali die 
bei gegebenet Lichtintensitat maximale Fluoreszenz nur einen sehr geringen 
Bruchteil der gesamten Lichtquanten betragt, welche vom Chlorophy! 
ler Zeiteinheit absorbiert werden. Weitaus der tiberwiegende Teil det 
Umwandlungen der Anregungsenergie des Chlorophylls in chemische Energie 
bleibt unserem Auge unsichtbar. Die sichtbare Fluoreszenz ist nur ein 
Indikator fiir diese Vorgange; daB selbst sie im lebenden Blatt so weitgehend 
ausgelOscht wird, ist besonders bemerkenswert und el Zeichen dafur, in 
welchem AusmaBBe sich die absorbierten Lichtquanten durch einen be 
sonderen Ubertragungsmechanismus, der in den folgenden Arbeiten aus 
fiihrlich zur Sprache kommt, an Teilvorgaingen der Kohlensaureassimilation 
beteiligen kénnen.* 

Uber den Anteil der am Assimilationsvorgang beteiligten Molekile 
im Verhaltnis zur Gesamtmenge an Chlorophyll kénnen wir uns ein Bild 
machen, wenn wir in einer sehr wichtigen Arbeit von R. Emerson und 
W. Arnold? lesen, daB bei auBerster Ausnutzung des Assimilations- 
apparats (intermittierende Belichtung mit sehr hellen Funken) immer 
noch in jedem Augenblick 2500 Chlorophyllmolekidle auf ein redu- 
ziertes Kohlensaéuremolekil entfallen. Da® die kleine Anzahl det 
Chlorophyllmolekiile, die jeweils an der Assimilationsreaktion beteiligt 


Vyl. dagegen J. Franck u. H. Levy, Beitr. z. Unters. der Fluoreszer 
n Fliissigkeiten; Zeitsehr. f. physikal. Chem. (B) 27, 409, 19385; H. Gas 
diese Zeitschr. 264, 251, 1933: Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 1409, 1935 

R. Emerson ue. W. Arnold, J. of Gen. Physiol. 16, 191, 1932; We Arn 
u. H. Kohn, ebenda 18, 109, 1934. 
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sind, ihre Energie in der gleichen Weise weitergeben sollen, wie die no: 
kleinere Zahl der Molekiile, deren Fluoreszenz durch Sauerstoff au 
geloscht wird, ist eine Annahme, fiir die bis jetzt noch kein Anha!: 
und erst recht kein Beweis vorliegt. Aautsky und Hirsch haben selbst 
beobachtet, daf eine Entfernung des Sauerstoffs fiir kurze Zeit d 
Assimilation nicht beeintrachtigt und sind dabei der wahren Lésung 


. 


nahe gekommen. Sie schreiben: 

..Entweder ist unsere friher geauBerte Auffassung der Mitwirkung d 
Sauerstoffs an den Energieumwandlungen bei der Kohlensiéureassimilatio: 
falsch, oder aber das Blatt enthalt trotz des Ausspiilens mit sauerstot! 
freiem Gas noch geringe Sauerstoffmengen, die zur Einleitung der Kohle: 


siureassimilation gentigen.** 


Die erste SchluBfolgerung ist die richtige. 


Methodisches. 

Die Messung des Stoffwechsels erfolgte in bekannter Weise nach cde 
Werburgschen manometrischen Methode. Auer dem  Versuchsgeti 
wurden in einigen Fallen zwei Thermobarometer und eine unbelichtet 
Kontrolle abgelesen. Die Schiittelvorrichtung wurde dabei nicht angehalten 
so daB die Ablesung in wenigen Sekunden erfolgen konnte. Die Messunge: 
sind zum Teil auf 0.5mm _ genau. Die Anordnung der Belichtungs 
versuche ist im Laufe der Zeit mehrmals geéndert, Beschreibungen sind 
verschiedentlich veréffentlicht worden'. Von Bedeutung fiir genau 
Messungen ist nur, daB die Lichtquelle auBerhalb des Thermostaten an 
gebracht und die Strahlung vor Eintritt in den Thermostaten von de: 
Warmestrahlen befreit wird. Bei Versuchen tiber die Einwirkung vor 
Kohlenoxyd auf die Assimilation sollte man rotes Licht verwenden. wen 
man eine Wirkung des Lichtes auf die Kohlenoxydverbindungen in de 
Zelle vermeiden will. Aus den Messungen von Warburg und Negelein? iibe: 
die Absorptionsspektren der Hamin-Kohlenoxydverbindungen ergibt sich 
da®B rotes Licht nur schwach wirksam sein kann. 

Wahrend es bei héheren Pflanzen schwierig ist, ein Objekt zu finden 
das durch Sauerstoffmangel wenig geschadigt wird, sind Algen wie Chlorella 
und Scenedesmus in hinreichend diinner Suspension sehr widerstandsfahiy 
Die mikroskopische Kleinheit der Algen begiinstigt eine rasche Diffusion det 
Stoffwechselprodukte aus der Zelle. In der groBen Verdiinnung des um 
gebenden Mediums sind die anormalen Produkte der Anaerobiose nicht 
mehr sehadlich. 

Die Versuchsobjekte wurden der Wasserleitung des Instituts ent 
nommen. Chlorelié vulgaris wurde in Knopscher Lésung nach der Vorsehrit 
von O. Werburg, Scenedesmus obliquus® in einer leicht alkalischen Bicarbonat 
l6sung geziichtet. Letztere Nahrl6sung von nachstehender Zusammen 
setzung: 


m/1l0 NaHCO,;. m/100NH,Cl. m/200MgSO,. m/400 KH, PO, 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 2231, 1927; diese Zeitschr. 275, 301, 
1935. * Ebenda 214, 64, 1929. 8% FKiir die Bestimmung der Alg 
moéchte ich auch an dieser Stelle Herrn Dr. Zinkernagel bestens danken 
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Kohlensaiureassimilation griner Pflanzen. 35Y 


Leitungswasser (wenn nétig unter Zusatz von einer Spur FeSQ,), hat 
nm Vorteil, daB man nicht um eine dauernde Zufuhr von Kohlensaure 
esorgt sein mu}. Man kann daher die Algen in groBen Stépselflaschen, die 
1an einmal am Tage umschiittelt, sehr schnell heranziichten, indem man sie 
n ein helles Fenster oder neben eine Metallfadenlampe von 60 bis 75 Watt 

Stromverbrauch stellt. Ist die Algensuspension schon dichter geworden, 
» erganzt man den Bicarbonatvorrat durch Einleiten von (wenig!) Kohlen 
yure Aus der Stahlflasche. 

Um wahrend des Versuchs ohne ihn zu unterbrechen Sauerstoff 
ibsorptionsmittel mit dem Gasraum des GefaBes in Verbindung bringen 
zw. wieder ausschalten zu kénnen, habe ich 
las in Abb.8 im Duiechschnitt gezeigte GefaB 





vebraucht. Mit einer Drehung des GefaBes um Sin | 
len Ansatzschliff 2B der Manometerkapillare Nil AY 
aBt sich der Anhang A Offnen oder schlieBen. Si | 

Fadent6rmige Algen, die gewoéhnlich auf SH | 
‘iner festen Unterlage wachsen, ballen sich, ai ; 
wenn sie frei schwebend im Manometer ge i 


schiittelt werden, rasch zusammen. Sie sind 
n solehen Knauelformen fiir Messungen un- 
brauchbar. Um wenigstens qualitativ vergleich- 
bare Zahlen zu bekommen, habe ich Phormidium 
tenue auf Streifen von Kolierseide, die in eine 
Nahrl6sung tauchten, wachsen lassen. Die 
Alge wird vorher auf Agarplatten heran- 
gezichtet und dann in der Na&ahrlésung fein 


verteilt. Aus den Stoffstellen, die nach einigen Abb. 8 
Tagen am_ gleichma®igsten von der Alge 


bedeckt erscheinen, schneidet man gleichgroBe Stiicke heraus und bringt 
sie, ohne die Algen abzulésen, in die GefaBe. Aut diese Weise wurden die 
Messungen der Tabelle X ausgefiihrt. 

Fir den Versuch der Abb. 6 mit intermittierender Belichtung wurde 
eine Sektorscheibe von 20 em Durchmesser benutzt, die zwei symmetrische 
Ausschnitte von je 18° Winkelmali besaB. Das Verhaltnis von Hell- zu 
Dunkelzeiten war demnach, wenn die rotierende Scheibe in den Strahlen- 
gang eingeschaltet wurde, 1:9. Bei ungefahr 1800 Umdrehungen in der 
Minute betrug die Lange einer Hellzeit 1,67. 10-° sec, einer Dunkelzeit 
1,5. 10-* sec. Als Licht quelle diente in diesem Falle eine 500-Watt 
Projektionslampe. Die in das Versuchsgefais einfallende Intensitat wurde 
photochemisch gemessen und zu Ll. 10'8hy see gefunden. 











(xydationen mittels Essigbakterien. 
Ill. Mitteilung: 
Uber die Bildung einer reduzierenden Zuckercarbonsiure (,,Aldehydglucon- 
siiuress) neben 5-Keto-gluconsiure. 
Von 
Konrad Bernhauer und Karl Irrgang. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
deutschen Universitat in Prag.) 
(Eingegangen am 13. Juli 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Bildung der 5-Keto-gluconsaure aus d-Glucose bzw. d-Glucon 
saure durch Essigbakterien wurde bereits vielfach untersucht!. Neuer 
dings fanden Takahashi und Asai*, daB aus Glucose neben 5-Keto 
gluconsaure noch eine reduzierende Saure gebildet wird, die sie als 
,.1-Gluconsaure** bezeichneten. Dieselbe entstand durch Einwirkung des 
Bact. industrium var. Hoshigaki nov spec. auf eine 10° ige Glucose 


losung in Hefewasser in Gegenwart von Caleciumcarbonat bei 26 bis 29° 


nach 30 Tagen in guter Ausbeute neben Ca-5-Ketogluconat und Ca 
Gluconat. Dieselbe Saure wurde auch aus Ca-Gluconat direkt gebildet 
So erhielten die Autoren aus 100 g Ca-Gluconat in 1 Liter Hefewasse1 
nach 24 Tagen bei 25 bis 28° neben wenig 5-ketogluconsaurem Calcium 
25g an .,l-glucuronsaurem Calcium”. 

Die Bezeichnung ,,]-Glucuronséure** erscheint uns jedoch verfehlt 
denn die aus d-Gluconsaure durch endstandige Oxydation entstande1 
gedachte Uronséure kann nur d-6-Oxo-gluconséure (Aldehydglucon 
siure, l-Guluronsaéure) sein: die Bildung von 1-Glucuronsaure wiirds 
dagegen eine Umformung im sterischen Bau des Molekiils zur Voraus- 


setzung haben, was nicht wahrscheinlich ist. 


COOH COOH CHO CHO 
H.C.OH H.C.OH HO.C.H HO.C.H 
HO.C.H HO.C.H HO.C.H H.C.OH 
H.C.OH H.C.OH H.C.OH HO.C.H 
H.C.OH H.C.OH HO.C.H HO.C.H 

CH,OH CHO COOH COOH 
d-Gluconsaure. d-Aldehyd- 1-Guluronsaure. 1-Glucuronsaure 


gluconsaure. 
1! Zusammenfassung der Literatur vgl. A. Bernhauer, Die oxydativer 
Garungen, S. 20ff. Berlin, J. Springer, 1932. 2 Centralbl. f. Bakt. 0 
84, 193, 1931. 
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Oxydationen mittels Essigbakterien. III. 361 


Wir stellten uns nun in der vorliegenden Arbeit die Frage, ob auch 
ndere Essigbakterien zur Bildung einer reduzierenden Zucke carbon- 
aure neben der 5-Keto-gluconsaure befahigt sind, und wahlten zu dieser 
ntersuchung einerseits ein Bakterium, das durch kraftige Hautbildung 
in der Oberflache charakterisiert ist, (Bact. xylinum) und anderseits 
ein Bakterium, das nicht zur Hautbildung neigt, sondern im Innern der 
Flissigkeit unter Triibung derselben zur Entwicklung gelangt (Bact. 
gluconicum). Bei der Einwirkung der beiden Bakterien auf Glucose in 
Gegenwart von Calciumearbonat sowie auf Ca-Gluconat konnte auch 
tatsachlich stets, und vielfach in sehr erheblichen Mengen, neben Ca-5- 
Keto-gluconat eine reduzierende Saure in Form ihres Ca-Salzes isoliert 
werden, das ahnliche Eigenschaften besaB, wie die von Takahashi und 
Asai mittels ihres Bakteriums gewonnene, als ,,l-glucuronsaures Calcium‘ 
bezeichnete Substanz. 


Die nahere Untersuchung dieses Ca-Salzes fiihrte bisher noch zu keiner 
endgiiltigen Identifizierung desselben. Charakteristisch ist jedenfalls, da® 
die gewonnene Substanz die fiir Aldehydcearbonsaéuren kennzeichnende 
Naphthoresorcinreaktion sehr sch6on und intensiv gibt. Wir versuchten 
sodann, durch Darstellung des Phenylosazons die Substanz als Aldehyd 
gluconsaure zu charakterisieren, da dasselbe mit dem der 5-Keto gluconsaure 
identisch sein miiBte. Takahashi und Asai fanden fiir das Phenylosazon 
ihrer Substanz: ,,Schmelzp. 131 bis 132° oder manchmal 114 bis 115°* 
empirische Zusammensetzung C,,H.,O;N, (allerdings nur aus dem N-Gehalt 
ermittelt). Aidliani' sowie Ohkle und Behrend? konnten bei der Einwirkung 
von Phenylhydrazin auf 5-Keto-gluconsiure nur iiberwiegend harzige, 
schwer zu reinigende Produkte erhalten. Es gelang uns nun, aus 5-Keto 
gluconséure mittels Phenylhydrazin Produkte zu erhalten, deren Schmelz 
punkte entweder zwischen 106 bis 115° oder zwischen 128 bis 132° lagen. 
Die GréBenordnung der Schmelzpunkte (bzw. Zersetzungspunkte) stimmt 
demnach mit den von Takahashi und Asai bei ihrer Substanz beobachteten 


annahernd iiberein. Aus der vermutlich als Aldehydgluconséure anzu 
sehenden Substanz erhielten wir eine Phenylhydrazinverbindung vom 
Schmelzp. 128 bis 132°. In Mischung mit der aus 5-Keto-gluconsaure 


erhaltenen Verbindung trat keine Depression ein, so daB Identitat wahr- 
scheinlich ist; ein sicherer SchluB laBt sich jedoch nicht ziehen. Uberdies 
gelang es trotz vieler Miihe nicht, aus den erhaltenen Phenylhydrazin 
verbindungen ein gut kristallisierendes Produkt zu erhalten*®. Ahnliche 
Schwierigkeiten ergaben sich bei Versuchen zur Darstellung der betreffenden 
p-Nitrophenylhydrazinverbindungen. SchlieBlich wurde auch versucht, 
durch Oxydation mit Brom die vermutliche d-Aldehydgluconsaure in 
d-Zuckersaéure tiberzufiihren, doch konnte dabei noch kein endgiiltiger E 

tolg erzielt werden. 


Auf Grund der bisherigen Versuche steht demnach fest. daB durch 


Essigbakterien neben der 5-Keto-gluconsaéure noch eine reduzierende 


! B. 58, 2352, 1925. > B. ©, 1165, 1927 Man vergleiche 
z. B. auch die seinerzeitigen vergeblichen Bemiihungen, aus d-Glucuron 
saure ein einheitliches kristallisiertes Osazon darzustellen (s. die Zu 
sammentassung von Neuberg, B. 32, 2395, 1899), bis dies endlich Neuberg 


u. Neimann (H. 44, 111, 1905) gelang. 
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Zuckercarbonsaure gebildet wird, die ein sehr leicht lésliches Ca-Sa 
bildet, intensive Naphthoresorcin-Reaktion gibt und ein Osazon liefert 
das sich dem aus 5-Keto-gluconsaure erhaltenen ganz analog verhalt 
es handelt sich dabei vermutlich um d-Aldehyd-gluconsaure |. 


oe 


Diese Beobachtungen iiber die oxydativen Fahigkeiten der oben 
nannten Bakterien machen es wahrscheinlich, daB auch die sonstigen Essig 
bakterien bzw. eine Anzahl derselben zur Bildung anderer reduzierende 
Zuckercarbonsiuren — be 
fahigt sind. Infolge de 
sehr groBbenWasserléslic} 





keit des Ca-Salzes diese 
Saure ist sie wohl friithere: 
Autoren, die mit den be 
treffenden Bakterien ar 
beiteten, stets entgangen 
Insbesondere dort, wo i: 


mg Ca, 110mg Cu 
Ss 
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Glucosel6sungen nac} 
60 Verbrauch der Glucose. 
40 sowie in Gluconatlésun 
gen Reduktionsvermégen 
20 gegeniiber Fehlingsche: 
tH “5 75 3 5 Fa lage —— fest pee wurde, 
diirfte eine — griindlichs 
Abb. 1. Revision erforderlich sein, 
da dieses Reduktionsver 
mRI mégen wohl inden meisten 
160} Fallen nicht allein aut 
140 | tI | | | | 5-Keto-gluconsaure, son 
| dern auch auf andere re 
S 1720 | duzierende Zuckercarbon 
S 100 sduren  zuriickzufiihren 

~ sein diirfte. 
S 0} Va-Gehal? Weiterhin sind im 
= kL ee AnschluB an unsere Beob 
\ P al Reduktionsvermogen achtungen auch die bis 
¥0 1 | | | her noch recht mangel 
20 | haften Kenntnisse  iibe 
die Bildung von Aldosen 
i 3 37 6S 2y 2 39 ¥8 age wus Zuckeralkoholen einet 


Abb. 2. Ergainzung bediirftig, und 

auch hier werden vielleicht 

die Betunde iiber die Bildung von Ketosen aus Zuckeralkoholen eine Revision 

erfahren miissen, denn es erscheint durchaus mdéglich, da hier ebenfalls 

neben der Oxydation der 2- oder 5stindigen Carbinolgruppe zur Ketogrupps 

auch die eines endstindigen C-Atoms zur Aldehydgruppe verwirklicht ist 

Im folgenden soll auf die in der vorliegenden Untersuchung er- 

zielter Einzelergebnisse naher eingegangen werden. Die zunachst 

' Da das betreffende Ca-Salz amorph ist und noch keine kristallisieren 

den Derivate isoliert werden konnten, besteht jedoch wie auch bei det 

Substanz von Takahashi und Asai die Méglichkeit, daB es sich um ein 
Substanzgemisch handelt. 
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durehgefiihrten analytischen Versuchsreihen (1 und 2) ergeben einen 
Vergleich der Wirksamkeit der beiden verwendeten Bakterien gegentiber 
iger Glucoselésung in Gegenwart von Calciumearbonat. Die Er- 
vebnisse gehen aus den Abb. | (Bact. gluconicum) und 2 (Bact 
xvlinum) hervor. Daraus ist ersichtlich, daB~ das Reduktions- 
ermégen der Lésung bei beiden Bakterien rasch abnimmt, unter 
gleichzeitigem proportionalem Anstieg des in Lésung_ befindlichen 
Calciums. In dieser Phase des Prozesses geht jedenfalls vornehmlich die 
Bildung der Gluconséure vor sich. Dabei zeigte das Bact. xvlinum unter 
den gewahlten Versuchsbedingungen ein starkeres Oxydationsvermégen 


ils das Bact. gluconicum!. So- 











lann setzt bei beiden Bakterien 100;—— 7 
ein’ Wiederanstieg des Reduk- 80 . ita $—-- 
‘ ; in 8 4— | sy Bact. gluconicum 
tionsvermégens en, begleitet von 360 beet aaa Ts = 
einem mehr oder minder starken 8 ,, // \ 
~ Yl aa eee 
Absinken des Ca-Gehalts det drt Veet xylimam 
: 2 |__| eae 
Lésung. In diese Phase des Pro- y, ae ne ee ee 
as ; : oon} wall 
zesses fallt die Bildung der redu- 0 7 WW Bae a W 38 lage 
zierenden Zuckercarbonsauren. Abb. 3 


Das Absinken des Ca-Gehalts 

der Lésung, insbesondere bei Bact. xylinum hangt mit dem Aus- 
kristallisieren des sehr schwer léslichen Ca-Salzes des 5-Ketogluconsaure 
zusammen, 

In weiteren analogen Versuchsreihen (3 und 4) wurde die Oxydation 
von Ca-Gluconat analytisch verfolgt. Abb. 3 gibt die nach be- 
stimmten Tagen erhaltenen Reduktionswerte der L6sung wieder. 
Dabei zeigte Bact. gluconicum ein weitaus starkeres Vermégen zur 
Bildung der reduzierenden Saéuren als Bact. xylinum. Der Abfall der 
Kurve ist auch hier auf das Auskristallisieren des Ca-5-Keto-gluconats 
zuruckzuftihren. 

Bei den prdparativen Versuchen wurden folgende Ergebnisse ge 
wonnen: Bact. xvlinum bildet sowohl aus Glucose wie aus Ca-Gluconat 
die reduzierende Saure mit leicht léslichem Ca-Salz, und zwar aus beiden 
in annahernd gleichem Ausmabe (bis 26°, der vorgelegten C- Quelle). 
Dagegen war die Ausbeute an 5-keto-gluconsaurem Calcium auf- 


oO 


fallend gering (etwa 8°, aus Glucose und iiberhaupt nichts aus Ca- 


Gluconat). 


Bact. gluconicum bildete aus 5°,igen Ca-Gluconatlésungen iber- 


raschend viel ,,aldehydgluconsaures Calcium‘ (bis 52°,), neben wenig 


5-keto-gluconsaurem Calcium (bis 4°). Dagegen entstanden in 10 °,igen 


Die Uberlegenheit der oxydativen Eigenschaften des Bact. gluco- 
nicum zeigt sich insbesondere in saurer Lésung sowie bei der Einwirkung 


auf manche andere Substrate. 











364 K. Bernhauer u. K. Irrgang: 


Ca-Gluconatlésungen wesentlich geringere Mengen_ ,,aldehydgluco: 
saures Calcium‘ (13°) und dafiir mehr 5-keto-gluconsaures Calciu 
(18%). 

Experimentelles. 

Zaichtung der Impfkulturen. In kleinen Erlenmeyer-Kolben abwechselni 
auf 5° iger Glucose- sowie Ca-Gluconatlésung in Hefewasser. Impfung des 
Bact. gluconicum durch Zusatz einer kleinen Menge der Impfkultur (etwa 
1°, des zu impfenden Ansatzes). Die Haute des Bact. xylinum wurde 
mittels eines Skalpells in Stiicke geschnitten und diese iibertragen. Bal 
terienhaiute, die auf Ca-Gluconat zur Entwicklung gelangten, sind leicht 
zu zerkleinern. 


Ndhrlésungen fair die Versuche. 5- oder 10 °,ige Lésungen von Glucose 


oder Ca-Gluconat in Hefewasser. Zur Fernhaltung von Pilzinfektione: 
wurde wie in friiheren Arbeiten! fiir je 100 cem Lésung | cem einer normale: 
Buttersaéurel6sung zugesetzt, so daB die Versuchsl6sung n/100 an Butter- 
siure war. Sterilisierung fraktioniert (dreimal) im str6menden Dampf (b: 
den Glucoseversuchen nach Zusatz von Caleiumecarbonat). 

Herstellung des Hefewassers. Nach dem iiblichen Kochen von PreBhet 
mit der zehnfachen Menge Wasser wird zu der noch siedenden Fliissigkeit 
etwas Bolus alba hinzugefiigt, noch kurze Zeit erhitzt und sogleich al 
gesaugt. Man erhalt so ein vollkommen klares Filtrat. 


Analytische Versuche. 

Versuchsreihe lund 2. Je zehn Erlenmeyer-Kolben von 100 cem Inhalt. 
mit je 20 cem 5 °oiger Glucoselésung (purum, Merck) in Hefewasser, Zusatz 
von Buttersiure (s. oben) und je 0,38g CaCO,. Je ein Versuch nach be 
stimmten Zeiten abgebrochen und analysiert (Reduktionsvermégen gegen 
iiber Fehlingscher Lésung sowie Ca-Gehalt). Ergebnisse in Abb. 1 (Bact 
gluconicum) und 2 (Bact. xylinum). 

Versuchsreihe 3 und 4. Analog den vorhergehenden, aber mit 5 °jige: 
Ca-Gluconatlésung. Ergebnisse aus Abb. 3 ersichtlich. 


Prdaparative Versuche. 

Versuchsreihe 5 bis 9. Versuchsanordnung und Ergebnisse aus Tabelle | 
‘ersichtlich. Verwendung von Erlenmeyer-Kolben von 500 cem Inhalt mit 
besonders breitem Boden. 

Die praparative Aufarbeitung dieser Versuche erfolgte in folgende: 
Weise: Trennung der Sauren auf Grund der verschiedenen Léslichkeit 
ihrer Ca-Salze. Eindampfung der Lésung im Vakuum: Abscheidung des 
Ca-Keto-gluconats (ein Teil desselben ist vielfach bereits in den Kulture: 
abgeschieden). Die durch Absaugen erhaltene Lésung im Vakuum weite! 
bis zum ganz dicken Sirup eingedampft ?. Dieser mit Methanol iibergosser 


1 Bernhauer u. Schén, H. 177, 107, 1928; 180, 232, 1929. 2 Taka 
hashi u. Asai gingen bei ihren Versuchen so vor, da®B sie das Ca- 
Gluconat zur Kristallisation brachten und entfernten. Dieser Weg e1 
wies sich jedoch fiir uns nicht als gangbar, da sich in den von uns e1 
haltenen Lésungen nach Zusatz von Alkohol bis zur schwachen Triibun 
auch nach langem Stehen niemels Ca-Gluconat in der charakteristische: 
kristallinischen Form abschied. Moglicherweise ist dieses Verhalten darau! 
zuruckzufiihren, daB der Gehalt unserer Lésungen an Ca-Gluconat zumeis 
geringer war, als der an ,,Ca-Aldehydgluconat*. 
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Oxydationen mittels 


und bis zum v4lligen Erharten des 
selben stehengelassen. Die Masse gut 
verrieben, abgesaugt und mit 50 °,igem 
Athanol gut verriihrt: etwa einen 
halben Tag stehengelassen, wobei die 
beim Athanolzusatz zuniachst etwas 
schmierig gewordene Masse wieder 
vollig erhartete. Riickstand abgesaugt 
und dreimal mit 50°,igem Alkohol 
auf der Schiittelmaschine kalt extra- 
hiert und sodann zweimal je 1! Stun- 
den mit 50°%igem Athanol unter 
RiickfluBkiihlung ausgekocht. Die 
vereinigten Ausziige sodann im Va- 
kuum verdampft und der dicke Sirup 
mit Methanol iibergossen. Das Ganze 
erstarrte nun in kurzer Zeit zu einer 
harten, gut absaugbaren Masse. 

Zur Reinigung wurde das so er- 
haltene Rohprodukt in Wasser gelést, 
mit Tierkohle aufgekocht und in Me- 
thanol filtriert. Das ,,aldehydglucon- 
saure Calcium‘ = schied sich = als 
welBes, feinkérniges Pulver ab. Durch 
Wiederholung des Prozesses erhielten 
wir ein rein weiBes Produkt. 

0,1005 g Substanz (im Dampf- 
trockenschrank getrocknet): O.31L80 ¢ 
CaSQ,. 

(C,H,O,),Ca. Ber.: 9,4%, gef.: 
9,3 %. 

Die wasserige Lésung des ,,alde 
hydgluconsauren Calciums* gibt 
schwach griine Farbung mit Orcin- 
Salzsiure, rote Farbung mit Phloro- 
glucin-Salzsiure und intensive violette 
Farbung mit Naphthoresorcin-Salz 
saure. 5-Keto-gluconsaure gibt mit 
Orcin-Salzsaure intensive Griinfa1 
bung, mit Naphthoresorcin-Salzsaure 
keine charakteristische Reaktion. 

Das Phenylosazon hatte den 
Schmelzp. 128 bis 132° (unter Zers. 
und zeigte dasselbe \ erhalten wie das 
aus 5-Keto-gluconsaure dargestellte 
Produkt. 

Vergleichsversuche mit 5-Keto 


gluconséiure: 2¢ 


des gereinigten Ca 
Salzes in 1,5 cem konz. Salzsaure 
und 3ccm Wasser unter schwachem 
Erwarmen gelést, mit 0,6 g¢ Oxal 


saure in 3cem Wasser gefallt, 1,5 g¢ Na- 


Essigbakterien. 


a-Gluconat *** 


Mengen) 





Ausbeuten (gewogene 
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K. Irrgang. 


Acetat in 3 cem Wasser zugesetzt und nach dem Absetzen des Niederschlag 


in eine Lésung von 3g Phenylhydrazin in verdiinnter Essigséiure hinein 
filtriert. Nach kurzem Erwarmen stehengelassen. Im Laufe von 8 Tage 
fielen Reaktionsprodukte aus, die aus verdiinntem FEisessig fraktioniert 
kristallisiert wurden. Die einzelnen Fraktionen zeigten die Schmelzp. 110 
bis 115 oder 125 bis 130°; dieselben waren hellorange, rotbraun bis dunkel 
braun, stets amorph. N-Gehalt der einzelnen Fraktionen: 14,42, 14.98, 
14,96, 14,69°,. Fur das Osazon C,,H.,.0O,;N, berechnet: 15,05 °,. In Mischung 
mit dem aus ,,Aldehydgluconsiure’* gewonnenen Produkt fand keine 
Schmelzpunktsdepression statt. 

p-Nitrophenylhydrazon der 5-Keto-gluconsiure: 1 g des Ca-Salzes wie 
zuvor umgesetzt und in eine Lésung von |g p-Nitrophenylhydrazin i 
50° iger Essigsiure hineinfiltriert. Ebenso weiterbehandelt wie zuvor 


Fraktionen: hell- bis dunkel-ziegelrot, bis rotbraun; Schmelzp. 190 bis 192, 
198 bis 200, 200 bis 202, 210 bis 212°; N-Gehalt der Fraktionen: 11,97, 
12,49, 13,0 bis 15,96. Ber. fiir C,,H,,O,N, (freie Saure): 12,77%, fii 
C,2H,,0,N, (Lacton): 13,51% N. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Es wurde gefunden, daB bei der Einwirkung von Bact. gluconicum 
auf Ca-Gluconat neben geringen Mengen 5-ketogluconsaurem Calcium 
groBke Mengen eines reduzierenden sehr leicht léslichen Ca-Salzes ge- 
bildet werden (etwa 50°, des angewendeten Ca-Gluconats). Es werden 
Wahrscheinlichkeitsbeweise dafur erbracht, daB es sich dabei um d- 
aldehydgluconsaures Calcium handelt (sehr intensive Reaktion mit 
Naphthoresorcin-Salzséure; das Osazon verhalt sich ebenso wie das 
aus 5-Keto-gluconsaure gewonnene). Dieselbe Substanz entsteht auch 
bei der Einwirkung von Bact. xylinum auf Glucose in Gegenwart von 


Caleiumearbonat oder auf Ca-Gluconat, allerdings in geringeren Mengen 
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Oxydationen mittels Essigbakterien. 
IV. Mitteilung: 
Uber die Bildung von 2-Keto-gluconsiure durch Bact. gluconicum. 
Von 


Konrad Bernhauer und Bruno Gorlich. 


Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 


Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1935.) 


In der vorangehenden Mitteilung wurde iiber die Bildung einer 
reduzierenden Zuckercarbonséure neben der d-5-Keto-gluconsaure 
(l-Sorburonsaure) mittels Essigbakterien berichtet. und wahrscheinlich 
gemacht, daB es sich dabei um d-Aldehyd-gluconsaure (1-Guluronsaure ) 
handelt. Bei der Wiederaufnahme der diesbeziiglichen Versuche zeigte 
sich, daB die verwendeten Bakterien sich inzwischen in ihrem physio 
logischen Verhalten stark geandert hatten!: das Bact. gluconicum 
erzeugte nun in sehr erheblichen Mengen, unter bestimmten Versuchs- 
bedingungen sogar ganz tiberwiegend 5-Keto-gluconsaure, und wesentlich 
weniger an reduzierenden Sauren mit leicht léslichen Ca-Salzen: seiner- 
zeit war das Verhalten ein umgekehrtes gewesen. Anderseits hatte das 
Bact. xvlinum nun tiberhaupt nur noch ein geringes Oxydations- 
vermogen gegeniiber Ca-Gluconat. 


geg 

Bei der naheren Untersuchung der durch Einwirkung von Bact 
gluconicum auf Ca-Gluconat erhaltenen Oxydationsprodukte machten 
wir nun den tiberraschenden Befund, da neben der in Hauptmenge 
entstehenden d-5-Keto-gluconsiure und der ,,Aldehydgluconsaure** 
auch d-2-Keto-gluconsaure (d-Oson-saure) gebildet wird Diesel be 
konnte mit Hilfe ihres gut kristallisierenden K-Salzes isoliert und mittels 
ihres Methylesters und Chinoxalinderivates identifiziert werden. Alle 
Derivate stimmten vollkommen mit den von Ohie und Mitarbeitern aus 
der synthetisch dargestellten d-2-Keto-gluconsaure gewonnenen tiberein. 


Auf Grund dieses Befundes erscheint die Bertrandsche Regel 
durchbrochen, derzufolge die Umwandlung einer sekundaren Carbinol- 
gruppe in die Ketogruppe nur dann erfolgen soll, wenn ein benachbartes 


' Die Versuche der vorangehenden Mitteilung waren vor etwa 3 Jahren 
durchgefiihrt worden. Das Bact. gluconicum wurde uns sowohl damals als 
auch jetzt dankenswerterweise von Herrn Doz. Dr. S. Hermann, das Bact 
xvlinum ven der Przibramschen Sammlung (Wien) zur Verfiigung gestellt. 
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Hydroxy] in cis-Stellung vorhanden ist, wie z. B. im Falle der Bildung 
von 5-Keto-gluconsaure : 


COOH COOH COOH 
CO H.C.OH H.C.OH 
trans | 
HO.C.H lHO.C.H HO.U.H 
<— > 
H.C.OH H.C.O8 | B.t.0o8 
| cis | 
H.C.OH H.C.OH | CO 
CH,OH CH,OH CH, OH 
d-2-K eto-gluconsaure d-Gluconsiiure d-5-Keto-gluconsaure 


Es wird von Wichtigkeit sein, festzustellen, welche andere Essig. 
bakterien zu dieser Reaktion befahigt sind, und ob auch andere Zucker- 
carbonséuren in gleicher Weise oxydiert werden kénnen; so erscheint 
z. B. d-Mannose von Interesse, da dieselbe zweimal je zwei Hydroxyl- 
gruppen in cis-Stellung besitzt. Von besonderer Bedeutung waren jedoch 
Versuche mit l-Idonsaéure oder l-Gulonsaure (die beide aus der 1-Sorbose 
entstanden gedacht werden kénnen), da die daraus vielleicht darstell- 
bare 1-2-Keto-gulonséure wegen ihrer Beziehung zur |-Ascorbinsaure 
(Vitamin C) von Interesse ware. Untersuchungen in diesen Richtungen 
méchten wir uns bis auf weiteres vorbehalten. — Mit dem Gesagten 
erscheint zugleich auch ein Weg zur natiirlichen Bildungsweise des 
C-Vitamins angedeutet: d-Glucose —- d-Sorbit — 1-Sorbose —- [l-Gulose 
(oder l-Idose) —- 1-Gulonsaure (oder |-Idonséure) — | 1-2-Keto-gulonsaure 

- ]-Ascorbinsaure. Ferner erscheint wie angedeutet auch ein 
direkterer Weg mdoéglich, namlich von der 1-Sorbose unmittelbar zu 
|-2-Keto-gulonsiure. Wir haben auch bereits mit Versuchen begonnen, 
die eventuelle Realisierbarkeit dieser Méglichkeit durch Essigbakterien 
zu priifen. 


Der Befund uber die Bildung der 2-Keto-gluconsaure erscheint noch 
aus anderen Griinden von Interesse ; da durch deren Decarboxylierung 
d-Arabinose entstehen kann, ist durch die Auffindung der 2-Keto- 
gluconsaure als Stoffwechselprodukt von Organismen einerseits eine 
Stiitze fiir die biologische Bildungsweise der d-Arabinose erbracht und 
anderseits erscheint so auch ein Abbauweg des Zuckermolekiils bei Essig- 
bakterien angedeutet, der von Hexosen iiber Pentosen fiihren wiirde 
Mit Untersuchungen in dieser Richtung haben wir begonnen. 

Die Einzelergebnisse der vorliegenden Arbeit seien im folgenden 
zusammengefaBt. Die unter verschiedenen Bedingungen durch Ein- 
wirkung von Bact. gluconicum auf Ca-Gluconat erhaltenen Ausbeuten 
an Oxydationsprodukten sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 
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Tabelle I. 








2 Ca- 
a ,& G onat 
C= Lo} Zs ( 0 Ge Inver 
= Nahrlésung ~s : . 
aed — na m iT r 
la  Hefeextrakt 20 7.3 365 3,9 195; — — 11,2. 56 6,1 30,5 
2 Hefeextrakt 100 30,2 30,2 28 28 6.5 6.5 58,2 | 58,2 35 5 
} Synthetisch 275 181.5 66 33,1 12 7,8 28 2146/78 (25 9.1 
* Auf Grund analytischer Daten berechnet ** Berechnet aus den jeweils priparatiy 


ierten Mengen (die Zahlen stellen daher nur Mindestwerte vor 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB in synthetischer Nahrlésung 
(mit etwas Hefekochsaft) die Ausbeute an Oxydationsprodukten wesent- 
lich héher ist, als in Hefelésung allein; die héhere Gesamtausbeute 
beruht allerdings vor allem auf einer intensiveren Bildung von 5-Keto- 
gluconsaure, wahrend die sonstigen reduzierenden Ca-Salze in Hefe- 
lésung allein in héherem AusmaBe gebildet wurden. Wieweit man es 
durch Wahl der Versuchsbedingungen in der Hand hat, den Oxydations- 
vorgang vornehmlich in eine bestimmte Richtung zu lenken, wird noch 
naher untersucht. Jedenfalls diirften sich die Ausbeuten auch in Hefe- 
ldsung noch steigern lassen, da die Umsetzung des Ca-Gluconats in den 
bisherigen Versuchen nicht vollstandig war (vgl. Tabelle [). 


Bei Versuchen zur Trennung der nach dem Entfernen des Ca-5-Keto 
gluconats zuruckbleibenden l6shichen Ca-Salze gelang es zunachst nicht, 
ein einheitliches chemisches Individuum zu gewinnen. Bei weiteren Ver 
suchen wurden daher die Bakterien auch auf Ba-Gluconat einwirken ge 
lassen, doch fand dabei nur schlechtes Wachstum und geringfiigige Oxyda 
tion statt. Ferner wurden die amorphen Ca-Salze in die Nickel- und Zink 
salze umgewandelt, doch wurden auch hierbei nur amorphe Gemische 
erhalten. SchlieBlich gelang es, durch Umwandlung der Ca-Salze in die 
K-Salze zu dem vorziiglich kristallisierenden K-2-Keto-gluconat zu gelangen. 
Aus der Mutterlauge kristallisierte sodann ein Gemisch der K-Salze det 
2-Keto-gluconsaure, der ,.Aldehyd-gluconsaure™ und der Gluconsaure; die 
Abtrennung weiterer Mengen 2-Keto-gluconséure gelang nun durch Ver 
esterung, wobei nur der 2-Keto-gluconséure-methylester gut kristallisierte, 
wahrend die anderen Bestandteile in Sirupform zurtickblieben. 


Da bisher noch keine kristallisierten Derivate oder Salze der Aldehyd 
gluconsaéure’’ gewonnen werden konnten, wurden Versuche zur Ident 
fizierung derselben mit dem Gemisch der amorphen Ca-Salze vorgenommen. 
So wurde vor allem die Uberfiihrung derselben in Zuckersdéure angestrebt. 
Dabei konnten durch Bromoxydation schwer lésliche Ca-Salze erhalten 
werden. von denen eines die Ejigenschaften des zuckersauren Calciums 
zeigte; eine endgiiltige Identifizierung steht jedoch noch aus. Die ,,Aldehyd 
gluconsaure** scheint auch ziemlich unbestandig zu sein (Decarboxylierung), 
da in den Mutterlaugen stets starker Furfurolgeruch auftritt, und bietet 
daher bei der Identifizierung einige Schwierigkeiten. 
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Im folgenden sei noch das Verhalten der drei durch Bact. gluconiciu: 
aus Ca-Gluconat  erhaltlichen Oxydationsprodukte gegentiber einige 


Reagenzien angeftihrt: 





> 2-Keto- 5-Keto- Aldehyd- 
Reagens -Ket: 5-Keto- 
gluconsdéure gluconsiure gluconsdure 
Orcin-Salzsiure sehr schwach * intensiv griin schwach griin 
grin los]. in Amyl- mit blauer Flu¢ 
alkohol reszenzZ 
Phloroglucin- negativ dunkelgriin rot braun 
Salzsaure (schwach gelb) (spater braun) 
Naphthoresorcin- negativy stahlgrau rotviolett 
Salzsaure (atherloslich) 


* Nach Neuberg und Kitasato (diese Zeitschr. 188, 487, 1927) gibt die 2-Ketogluconsdu: 
eine .nicht tibermi&fig starke Orcinreaktion~. 


Experimentelles. 


Bakterienmaterial. Bei der 6fteren Uberimpfung des Bact. glu 
conicum auf Glucose oder anderen C-Quellen in Hefewasser wurde dic 
Beobachtung gemacht, daB schon das auBerliche Bild von dem sonst 
gewohnten verschieden war, indem sich eine weiBliche, hautartige 
Flora entwickelte, die stark an Kahmhefe erinnerte. Die mikroskopisch: 
Untersuchung zeigte jedoch, daB keine Fremdinfektion vorlag, die 
Zellen des Bact. gluconicum (gut ausgebildete Diplococcen) waren 
jedoch gegeniiber dem normalen Aussehen ganz wesentlich vergréBert 
Auch in physiologischer Hinsicht zeigten solche Kulturen groBe Unter- 
schiede gegeniiber den normalen, indem z. B. bei der Einwirkung auf 
Ca-Gluconat viel geringere Mengen an reduzierenden Substanzen ge- 
bildet wurden. Nachdem die Bakterien in diesem Zustand fiir unsere 
Zwecke unbrauchbar waren, fiihrten wir eine Umziichtung derselben 
auf synthetischer Nahrlésung durch. Diese enthielt auBer 5°, Glucose 
oder Ca-Gluconat 0,2°% NH,H,PO,, 0,1% KH,PO,, und 0,025°, 
MgSO,. In dieser Nahrlésung entwickelten sich die Bakterien vollig 
normal, wenn auch relativ langsam. Eine wiederholte Uberimpfung auf 
diese Nahrlésung bewahrte sich jedoch nicht, da sonst das Wachstums- 
vermoégen der Bakterien sehr nachlieB. Am besten eignete sich schlieBlich 
eine Wechseliberimpfung auf eine Nahrlésung mit 5°, Glucose (oder 
Ca-Gluconat) in normalem Hefeextrakt (aus 5 Teilen Hefe auf 100 Teile 
Wasser) und sodann auf eine Nahrlésung von der oben genannten 
Zusammensetzung, die auBerdem den fiinften Teil an Hefeextrakt 
enthielt, als sonst. 

Versuchsreihe 1. Vergleich der Einwirkung von Bact. gluconicum und 
Bact. xylinum auf Ca-Gluconat. Je fiinf Versuche mit je 100 cem Nahr- 
lédsung (5 g Ca-Gluconat in Hefewasser) in Erlenmeyer-Kolben von 500 cem 





saur 
erol 
der 

Men 
ewe 
abge 
filtr 
noc} 
erha 
der 


reihe 


einge 


Ca-S 
@usyg 


1929 


it 


n 








Oxydationen mittels Essigbakterien. I\ 371 


Inhalt mit besonders breitem Boden (Schichthéhe 9mm), bei 26 bis 28° 
Probeentnahmen fur die Bestimmung des Reduktionsvermogens; Ergebnisse 
n Tabelle II. 

Tabelle LI. 





Versuchsdaue 1 Tage 
11 14 1) 23 40 
Reduktionsvermogen in mg Cu fiir 1 cem 
Losung 
a) Bact. gluconicum .. . Fete whens 27.3 29,8 23,5 19 - 
b) Bact. xvlinum_. meh ee a Ser 3,2 3,8 5,1 7 95 


Zu Versuch b. Das Bact. xylinum entwickelte zwar eine kraftige, von 
Ca-Salzen durchsetzte Haut, bildete aber nur wenig reduzierende Sub 
stanzen. Abscheidung von 5-keto-gluconsaurem Calcium fand nicht statt. 
Versuche nicht weiter aufgearbeitet. 

Zu Versuch a. Vom 14. Tage an fand Abscheidung von 5-keto-glucon 
saurem Calcium statt. Aufarbeitung nach 23 Tagen: Gewinnung des in 
eroben Kristallen abgeschiedenen Ca-5-Keto gluconats dureh Abdekantieren 
der aufgeschlemmten Bakterien und Waschen mit Wasser. Gewonnene 
Mengen: I.8 g, 1.6, 1,3, 1.4: durehsehnittliche Ausbeute 25,5°, des an 
gewendeten Ca-Gluconats. Loésungen vereinigt, mit Bolus alba versetzt, 
abgesaugt, mit Bleiacetat gefallt, Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit, 
filtriert, mit Tierkohle behandelt, im Vakuum bei 40° verdamptt, wobei 
noch 1,2 g Ca-5-Keto-gluconat auskristallisierten. 50 ¢cem sirupése Lésung 
erhalten; Ca-Bestimmung ergab Gehalt von 10 ¢ Ca-Salzen, davon gemal 
der. Bestimmung des Reduktionsvermégens! 3,9 g reduzierende Ca-Salze 


Bei der fraktionierten Fallung mit Alkohol wurden nur Gemische erhalten. 


Versuchsreihe 2. Einwirkung des Bact. gluconicum auf Ca-Gluconat 
(5°) in Hefewasser, 33 Tage bei 26 bis 28°. Ergebnisse in Tabelle LIT. 


Tabelle III. 








GirgefaBe 


9° } 9.T iter- Fre er 

+ - L Ler Eri never 16.2 39 4 10 0 52.4 

co Kolben 

50) §-Liter- Fernbach-Kolben 14 28 14 28 56 

100 30,2 30,2 24 24 54.2 
* Bestimmt aus dem Reduktionsvermigen der Lésung 


Aufarbeitung: Gewinnung des Ca-5-Keto-gluconats wie in Versuchs 
reihe la. Loésungen vereinigt, mit Tierkohle behandelt, filtriert, im Vakuum 
eingedampft auf 230 cem; aus der Bestimmung des Ca-Gehalts und des 


Die Umrechnung des Reduktionsvermégens (mg Cu) auf reduzierende 
Ca-Salze erfolgte unter Zugrundelegung einer fiir das Ca-5-Keto-gluconat 
ausgearbeiteten Reduktionstabelle (vgl. Bernhauer u. Schon, H. 180, 232, 
1929). 
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Reduktionsvermégens ergab sich ein Gehalt von 57 g Ca-Salzen, davon 22 , 
reduzierend, Rest (35 ¢) wohl unverdandertes Ca-Gluconat. Lésung weite 
eingeengt und durch tropfenweises Einriihren von Alkohol (am Riihrwer! 
unter gelindem Erwarmen) bis zu einem Gehalt von 50°, gefallt. Dabs 
wurden aber nur Gemische erhalten. Fraktionsweise abgesaugt, getrocknet 
gewogen, Reduktionsvermégen bestimmt: |. Fraktion 10,2 g (enthalt etwa 
53°. reduzierende Ca-Salze), 2. Fraktion 10 ¢ (mit etwa 37 °,, reduzierende 
Ca-Salzen), 3. Fraktion 20g (mit etwa 40°, reduzierenden Ca-Salzen 
Restsirup 8,2 g. 

Fraktion 2 (19 g, davon 7 g reduzierendes Ca-Salz) mit 7,8 g Kalium 
carbonat umgesetzt, filtriert, im Vakuum iiber Atznatron eingedunstet, mit 
etwas Alkohol und Ather versetzt. Nach 3 Wochen waren 1,5 g 2-keto 
gluconsaures Kalium in groBen Kristallen abgeschieden; abgesaugt, mit 
verdiinntem Alkohol gewaschen. Verarbeitung der Mutterlauge vgl. unten 

Fraktion 3 zur Oxydation mit Brom verwendet; vgl. unten. 

Versuchsrethe 3. Einwirkung des Bact. gluconicum auf Ca-Gluconat 
(5° ,ige Lésung) in synthetischer Nahrsalzlésung unter Zusatz von Hefe 


wasser (Zusammensetzung siehe oben). Ergebnisse in Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Ver- Sonstige 


phawe* suchs- pr ee ag reduzierende Gesamt- 
sae Girgefaibe dauer 8 ‘i Ca-Salze ausbeute 
in 
g Tagen g Oi, g O/9 0 0 
25 2-Liter-Erlenmeyer- 46 10,5 | 42 33 | 18,2 55,2 
Kolben ; 
50 36 40 80 6 12 g2 
50 | rade | 96 | 87 | 74 | 6 | 12 86 
BO a 30 99 44 5.9 11.8 55.8 
50 | hoiben | 30 40 | 80 5&7 114) 914 
50 30 32 64 6,2 | 12,4 76,4 
275 181.5 66 33,1 12 78 
Aufarbeitung: Gewinnung des Ca-5-Keto-gluconats wie zuvor. Die 


vereinigten Lésungen mit Tierkohle behandelt, mit Pb-Acetat versetzt 
(dadurch werden nicht nur Anteile des Hefeextrakts, sondern auch ein Grol 
teil der Nahrsalze, insbesondere Phosphate gefallt). Bleiniederschlag ab 
filtriert, Filtrat mit Schwefelwasserstoff behandelt, L6sung im Vakuum auf 
500 cem eingedampft (bleibt fast farblos); Bestimmung des Ca-Gehalts 
und Reduktionsvermégens spricht fiir das Vorliegen von etwa 50g Ca 
Salzen, davon etwa 25g reduzierend. 

Je 100 cem der Lésung auf die Nickel- und Zinksalze verarbeitet; in 
beiden Fallen nur amorphe Produkte. 

260 cem der Loésung (enthaltend etwa 13 g reduzierende Ca-Salze) mit 
8,6 ¢ Kaliumearbonat umgesetzt, so daB das ganze Calcium ausgefallt war, 
filtriert, im Vakuum iiber Atznatron zum diinnen Sirup verdunstet, mit 
Alkohol versetzt und mit 2-keto-gluconsaurem Kalium geimpft; nach kurzer 
Zeit Kristallisation: 2,9 g. 

Verarbeitung der Mutterlaugen der K-Salze. 

Die resultierende Mutterlauge wurde mit der analogen, aus der Versuchs 

reihe 2 erhaltenen (und zwar aus der dortigen Fraktion 2) vereinigt. Diese 


Mutterlaugen hatten starken Furfurolgeruch. Es wurde einige Male Methanol 
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nd Ather eingeriihrt und im Vakuum belassen. Nach einigen Tagen et 
tarrte der Sirup zu einem Kristallbrei, der scharf abgesaugt und mit 
\lethanol gewaschen wurde. Es resultierten 20g kristallisierter K-Salze 
Dieselben wurden in wenig Wasser gel6ést, mit Tierkohle entfarbt, filtriert 
ind das Filtrat nach dem Eindunsten im Vakuum iiber Atznatron mit 
2-keto-gluconsaurem Kalium geimpft; auch bei langem Stehen fand keine 
\bscheidung statt. Nach Zusatz von Alkohol wurden nur Gemische gefallt. 
Die Kaliumsalze wurden daher wieder als kristallinische Masse ausgefallt 
ind mit Methylalkohol verestert; und zwar fiir 1g Substrat je 10 c¢em 
Methanol und 0,2 cem konz. Schwefelsiure. Nach dreistiindigem Kochen 
inter RiickfluBkiihlung wurde filtriert, im Vakuum eingeengt und det 
Sirup mit Athanol behandelt; dabei kristallisierte der Methylester der 


2-Keto-gluconsaure aus (Schmp. 171 bis 172°, Mischungsschmp. mit authenti- 


schem Praparat unverandert). Aus den 20 g K-Salzen 1,3 ¢ Methylester 


\us den noch stark reduzierenden Mutterlaugen konnte keine kristallisierte 
Substanz gewonnen werden. Nochmalige Veresterung der noch stark redu- 
zierenden Riickstande: weitere 0,4 g¢ Methylester der 2-Keto-gluconsaure 
erhaltlich. Der nun zuriickbleibende Riickstand reduzierte nur noch sehr 
schwach. 

Die Ausbeuten an 2-Keto-gluconsdure sind etwa ftolgende (und zwar auf 
Grund der Umrechnung der aus den einzelnen Anteilen erhaltenen Mengen 


auf die Gesamtmengen). Versuchsreihe 2: 4,5 ¢ in Form des K-Salzes und 


gegen 2 g als Methylester; ergibt insgesamt etwa 6,5 g als K-Salz berechnet. 
Versuchsreihe 3: 5,6 g in Form des K-Salzes und 2,2 g als Methylester; ergibt 


insgesamt etwa 7,8 g als K-NSalz. 


le rsuche Zur Identifizierung de i Reaktionsprodukte. 


d-5-Keto-gluconsdure. Die Reinigung des Ca-Salzes nach Kiliani! 
wird am besten nach der folgenden, genaueren Vorschrift durchgefihrt : 
1 Teil des rohen Salzes in | Teil 20°,iger Salzsaure gelést, mit 10 Teilen 
Wasser versetzt, filtriert und 4 Teile Na-Acetat in 5 Teilen Wasser 
hinzugefiigt. Nach einiger Zeit kristallisiert das reine Ca-Salz in einer 
Ausbeute von 80 bis 90°, des Rohprodukts aus. Das so gewonnene 
5-keto-gluconsaure Calcium stimmte in allen Eigenschaften mit dem 
durch Salpetersiureoxydation aus Gluconséure gewonnenem Produkt! 
iiberein. 

d-2-Keto-gluconsdure. Das wie oben beschrieben gewonnene K-Salz 
hatte nach dem Umkristallisieren aus Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle den Schmp. 152° unter Zersetzung, genau iibereinstimmend 
mit den Angaben von Ohle und Behrend? fiir das synthetisch ge- 
wonnene Produkt. 


Methyl-ester der d-2-Keto-gluconsdure. 0,7 g Kaliumsalz mit 8 eem 
Methanol und 0,1 cem konz. Schwefelséure 4 Stunden unter Riickflub- 
kithlung gekocht, heiB filtriert; beim Erkalten kristallisierten 0,42 g 
Methylester vom Schmp. 172 bis 173° aus, in Mischung mit einem 


1 B. 55, 75, 1922; 59, 1470, 1926. * B. GO, 1164, 1927. 


Biochemische Zeitschrift Band 280. 95 











374 K. Bernhauer u. B. Gérlich. 


authentischen Praparat vom gleichen Schmelzpunkt! fand keine Di 
pression statt. 
teduktionsvermégen: 0,0264g Subst. verbrauchten 5,2 cc: 
n/l0 KMnO, = 33,8 mg Cu; [«]7, 81,1°, ¢ = 3; nach Ohle [a]; 
82,08" bis 77,49 (Abnahme durch Mutarotation). 

Phenylhydrazon des d-2-Keto-gluconsdure-meth yl-esters. 0,6 g Este: 
in 1,5 cem Wasser, mit 0,65 cem Phenylhydrazin in 1 cem 50° ,ige 
Essigsiure versetzt; tiber Nacht im Eisschrank. Auskristallisierte 
Produkt abgesaugt und zweimal aus Wasser-Alkohol umkristallisiert 
Schmp. 162 bis 163° (nach Ohle und Wolter? 163°). 

Chinoxalin-Derivat der d-2-Keto-gluconsdure. 0,23 g Kaliumsalz 
in 1 cem Wasser mit 0,1 cem konz. Salzsiure und 0,12 g o-Phenylen 
diamin versetzt; beim Umrihren fand bald Lésung statt. Nach kurzei 
Zeit erstarrte die Lésung: abgesaugt, mit Wasser gewaschen, aus heibem 
Wasser umkristallisiert. Schmp. 199 bis 200° unter Zersetzung, in voll 

- . . . € . 

kommener Ubereinstimmung mit dem von Ohle® beschriebenen Produkt 

d-Aldeh ydgluconsdure.” Weitere Versuche zur Identifizierung der 
selben: 20g Ca-Salze aus Versuchsreihe 2 (Fraktion 3, vgl. oben), ent 
haltend etwa Sg reduzierende Ca-Salze, wurden mit &g Brom und 8 g 
CaCO, bei Zimmertemperatur 5 Stunden geschiittelt; das iiberschiissige 
Brom sodann durch einen Luftstrom vertrieben, CaCO, abfiltriert, Lo6sung 
im Vakuum eingeengt zum diinnen Sirup, und die Ca-Salze fraktioniert 
dureh Zusatz von Alkohol gefallt bzw. zur Kristallisation gebracht. 

Fraktion I. 0,5 g, amorph, schwer léslich in Wasser, leichter in Essig 
siure; es diirfte sich um zuckersaures Caleium handeln. 

Fraktion II. Nach langerem Stehen in groBen Kristallen abgeschieden 
(gegen 2g); aus Wasser umkristallisiert. Liefert ein Phenyvlhydrazid vom 
Schmp. 208 bis 210°; es handelt sich vielleicht um das Phenylhydrazid der 
d-Arabonsaure (Schmp. 214°); d-Arabonsiéure liefert auch ein gut kristalli- 
sierendes Ca-Salz. Eine Entstehung derselben aus 2-Keto-gluconséure ist 
naheliegend. 

Fraktion III. Nach weiterem Zusatz von Alkohol als schmieriges 
Produkt ausgefallen, etwa 7g. Es handelt sich dabei um Ca-Gluconat : 
identifiziert durch Umwandlung in das Phenylhydrazid. 

Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


1 Herrn Prof. Dr. H. Ohle danken wir auch hier bestens fiir die freund- 
liche Zusendung einer Probe des auf rein synthetischem Wege gewonnenen 
Esters. — ? B. 68, 850, 1930. — ? B. 67, 155, 1934. 
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Oxydationen mittels Essigbakterien. 
V. Mitteilung: 
Vergleichende Versuche iiber die Darstellung von I-Sorbose mittels 
verschiedener Bakterien. 
Von 
Konrad Bernhauer und Bruno Gérlich. 
Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Einge qangen aim 1 .: Juli 19 35. j 


Uber die Umwandlung von Sorbit in |-Sorbose mittels Bact. 
xvlinum liegt eine Anzahl von Arbeiten vor'. In neuerer Zeit konnten 
Hermann und Neuschul® in analytischen Versuchen zeigen, da auch 
Bact. gluconicum, xylinoides und orleanse aus Sorbit einen reduzierenden 
Zucker erzeugen. In neuester Zeit wandte sich der praparativen Dar- 
stellung der l-Sorbose ein erhéhtes Interesse zu, da dieselbe als Ausgangs- 
kérper fiir die Synthese der |- Ascorbinséiure (Vitamin C) in Frage kam; 
so beschaftigten sich Schlubach und Vorwerk *® sowie Maurer und Schiedt* 


mit der praparativen Darstellung der l|-Sorbose mittels Bact. xylinum. 


Wegen des mannigfaltigen Interesse:, das die I-Sorbose heute ge- 
wonnen hat °®, fiihrten wir vergleichende Versuche tiber die Darstellung 
derselben mittels des Bact. xvlinum, xylinoides sowie gluconicum durch. 
Es zeigte sich dabei zunachst, daB es sich beidem durch die beiden letzt- 
genannten Bakterien aus Sorbit gebildeten Zucker gleichfalls um 1- 
Sorbose handelt. Weiterhin erwies sich gerade das Bact. gluconicum, das 
in Versuchen von Hermann und Neuschul gegeniiber Zuckeralkoholen 
(auch gegenitiber Sorbit) nur ein schwaches Oxydationsvermégen zeigte, 
zur Bildung von |-Sorbose als besonders geeignet ®. Wahrend in 
Kleinversuchen unter analytischer Kontrolle des Reduktionsvermégens 


' Literaturzusammenstellung vgl. Bernhauer, Die oxydativen Garungen, 


S. 25. Berlin, Jul. Springer, 1932. * Diese Zeitschr. 238, 129, 1931. 'B. 66, 
1251, 1933. 1 Diese Zeitschr. 271, 61, 1934. > Wir beabsichtigen, wie 


bereits in der vorangehenden Mitteilung erwahnt, mit der 1-Sorbose vor allem 
Isomerisierungsversuche durchzufiihren (l-Sorbose = 1-Idose — I|-Gu 
-[dose) und weiterhin die Darstellung 


—_» | 
~<~— 


lose bzw. eventuell nur |-Sorbose 
von |-Idonséure und |-Gulonsaure, um sodann festzustellen, ob die Bakterien 
zur Bildung der |-2-Keto-idonsaure ( 1-2-Keto-gulonsaure) befaihigt sind. 
Die Untersuchungen in dieser Richtung méchten wir uns bis auf weiteres 
vorbehalten. 6 Dies mag vielleicht mit einer Anderung im Oxydations- 
vermoégen des Bakteriums zusammenhangen; médglicherweise ist dieses Ver 
halten auch auf die Anwendung unseres Aufziichtungsverfahrens zuriick 
zufiihren (vgl. vorhergehende Mitteilung). 
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der Lésung die Umsetzung des Sorbits in ]-Sorbose bei allen Bakteri 
fast stets quantitativ erfolgte (ein Beispiel ist unten angefiihrt), fan 
in groBeren Versuchen nie eine vollstandige Umwandlung des Sorbits i 
l-Sorbose statt. Die analytisch bestimmte Ausbeute stieg bis auf 70 bi 
80°. Dies hangt wohl vor allem entsprechend sonstigen dies 
beziiglichen Erfahrungen mit der Schichthéhe der Lésung zusamme 


Die praparativen Versuche ergaben die besten Ausbeuten bei Anwendung 


des Bact. gluconicum, und zwar besonders bei Benutzung einer synth« 
tischen Nahrlésung unter Zusatz von etwas Hefekochsaft. Die Versuch: 
wurden in groken Fernbach-Kolben (von 5 Liter Inhalt mit 1 Lite) 
Nahrlésung) vorgenommen (Schichthéhe 2 em). Diese Anordnung ist 
wegen der leichteren Fernhaltung von Fremdinfektionen dem Arbeite: 
in Glasschalen insbesondere dann vorzuziehen, wenn in einem Labx 
ratorium wie bei uns auch mit einer groBen Anzahl anderer Orga 
nismen gearbeitet wird. Unter diesen Bedingungen trat auch nie ein: 
Fremdinfektion ein. Die Verwendung des Bact. gluconicum in min 
ralischer Nahrlésung (unter Zusatz von etwas Hefekochsaft) hat auch 
den Vorteil, daB die in einer Ausbeute von tiber 70°, erhaltliche | 
Sorbose bereits fast véllig rein ist. 

Die bei den einzelnen Bakterien erhaltenen Ausbeuten sind aus 
Tabelle I ersichtlich. 

Tabelle I. 





Versuchsanordnung 
(59/9 Sorbit, je 1 Liter in 
Fernbach-Kolben bei 27°) Sorbit- 


steriun menge 
Bacterium Versuchs- analytisch prdparatiy 


‘ihrlésung dauer bestimmt bestimmt 
Nahrlésung 


Tage 


Ausbeute 
an l-Sorbose 


Versuch Verwendetes 


Bact. xylinum Hefeextrakt 
Bact. xylinoides Synthetisch 
‘ - Hefeextrakt 
Bact. gluconicum = Synthetisch 
Hefeextrakt 


Experimentelles, 


Bakterienmaterial'. Die verwendeten Bakterien wurden abwechselnd 
auf Glucose in Hefeextrakt und Sorbit in Hefeextrakt geziichtet. Hinsicht 
lich des Bact. gluconicum gilt auch hier das bereits in der vorangehenden 
Mitteilung Gesagte. Die Impfung erfolgte in der tiblichen Weise, bei Bact 
gluconicum durch Zusatz von etwa 1°, Bakterienaufschlemmung (bezogen 
auf den zu impfenden Ansatz), bei den beiden anderen Bakterien durc! 
Zusatz eines Stiickchens Haut; dabei gingen wir so vor, daB diese Bakterien 


Herrn Doz. Dr. S. Hermann danken wir auch hier verbindlichst fii 
die freundliche Beistellung des Bact. gluconicums sowie Bact. xylinoides; 
der Pribramschen Sammlung (Wien) fiir das Bact. xylinum. 
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n Proberéhrchen geziichtet wurden und sodann mit der zur Entwicklung 
elangten kreisrunden Haut geimpft wurde. Bei gréBeren Versuchen 
vurden auch mehrere derartige Hautstiicke zugesetzt. 


Versuche mit Bact. cylinum. 


In Versuchsreithe 1 wurde die Bildung der 1|-Sorbose auf Grund des 


Reduktionsvermégens verfolgt. Acht Erlenmeyer-Kolben von 50 cem Inhalt 
mit je 10cem Nahrlésung: 5°, Sorbit! in Hefeextrakt (5 Teile Hefe auf 


Essigsiure; dreimal sterilisiert. Temperatur 27 


100 Teile Wasser), 0,5 ° 


Erge} mMiisse: 


Versuchsdauer, Tage... . 11 : 15 17 20 23 
Ausbeute, in Prozenten . . 80,6 85 8S 9] 93 97 
Versuchsrethe 2. Analog durchgefitihrt, aber in groBerem AusmabBe: 
100 cem Nahrlésung (wie zuvor) in 300 cem fassenden Erienme yer-WKolben. 
Ergebnisse : 
Versuchsdauer, Tage... . y 15 IS 22 26 42 
Ausbeute, in Prozenten . . . 56 66 68 70 72 68 
Wie ersichtlich, steigt hier das Reduktionsvermégen bis zu einem 
Maximum an und fallt dann wieder ab. Dies ist fiir die Festsetzung des 
Versuchsabbruchs fiir die praparativen Versuche von Wichtigkeit. 
Versuch 3. In drei Fernbach-Kolben von je 5 Liter Inhalt wurde je 
| Liter Nahrlé6sung (Zusammensetzung wie zuvor) bei 27° verarbeitet. 
Schichthé6he 2 em. Versuchsabbruch nach 30 Tagen. Gema8 der Bestimmung 
des Reduktionsvermégens der Einzelversuche ergaben sich folgende Aus 
heutezahlen: 61,4, 58, 56,8 °,, also im Mittel 58,7 °,. Aufarbeitung: Fliissig 
keiten vereinigt, Bakterienhaute abgepreSt, mit Bleiacetatlosung gefallt 
fiir 1 Liter Flissigkeit etwa 5 bis Sg Bleiacetat): Filtrat mit Schwefel 
wasserstoff behandelt, filtriert und sodann im Vakuum eingeengt. Zur 
Feststellung der Verluste wurde das Volumen gemessen und die Bestimmung 
der Reduktionskraft durchgefiihrt: Gehalt der Lésung 80g 1|-Sorbose 
entspricht nun einer Ausbeute von 53°, gegentiber urspriinglich 58,7 ° 
Nach dem weiteren Einengen im Vakuum kristallisierten 46 g l-Sorbose aus 
abgesaugt. mit Methanol gewaschen): Mutterlauge mit Tierkohle entfarbt, 
Methanol in dieselbe eingeriihrt, geimpft, ergibt weitere 22 g: Restmutter 
Atznatron) eingeengt ergibt nach 
r (Aushbeute 48 °,). 


lauge nun im Vakuum (zum Schlu8 tibe 


einigen Tagen noch 5g. Gesamtmenge 


I 
=9 
ie 


Versuche mit Bact. xylinoides. 


Versuch 5. In einem groBen Fernbach-Kolben 1 Liter Nahrlésung 

Sorbit, 0,2% NH,H,PO,, 0,1°% KH,PO,, 0,025°, MgSO, und die 
1°. Hefe entsprechende Menge Hefewasser). Im tibrigen wie zuvor durch 
gefiihrt: 36 Tage bei 27°. Aufarbeitung wie zuvor. Kristallfraktionen 
21.5, 5, 142; insgesamt 28g (Ausbeute 56°). Schmp. nach dem Um 
kristallisieren aus Wasser 162°. 

Versuch 6. In analoger Weise, Nahrilésung | Liter (5°,, Sorbit in Hefe 
extrakt). Bestimmung des Anstiegs des Reduktionsvermégens 

Versuchsdauer, Tage . 14 2 30 


Ausbeute, in Prozenten ‘ ~ 42 D6 60 


Fir die Uberlassung gr6Berer Mengen Sorbit (,,Sionon**) sind wir der 


I. G. Farbenindustrie A.-G. (Leverkusen) zu groBem Dank verpflichtet 











K. Bernhauer u. B. Gorlich. 





Priparative Verarbeitung (wie zuvor) ergibt: 20, 4, 2,5 .g; also insgesan 
] 


gy (Ausbeute 53%). 


265 
Versuche mut Bact. qluconicum. 
Versuch S. Ebenso wie Versuch 5; Kontrolle des Ausbeuteanstieg 
Versuchsdauer, Tage... . . 14 20 30 36 
Ausbeute, in Prozenten . . . 58 69.6 74,4 76 
Aufarbeitung: Lésung direkt mit Bleiacetat gefallt; Filtrat ist nach der 
Behandeln mit Schwefelwasserstoff und filtrieren vé6llig farblos, auch nac 
dem Einengen zum Sirup nur ganz schwach gefarbt. Die l-Sorbose kristal| 
siert sofort in weiBem, schon fast reinem Zustande aus (Schmp. 160 bis 161' 


27, 6, 3g; also insgesamt 36 g (Ausbeute 72 °,). 
Versuch 9. Ebenso wie Versuch 6 durchgefiihrt. Ausbeuteanstieg 
Versuchsdauer, Tage... . . 14 20 30 36 
Ausbeute, in Prozenten . . . 55,4 60 64 69.6 


Autarbeitung ergibt: 20, 10, 2g; also insgesamt 32 g (Ausbeute 64 °,). 
Die Restmutterlaugen nach der Abtrennung der |-Sorbose reduzierte: 
noch sehr stark Fehlingsche Lésung. Im Sinne der Beftunde einer voran 
gehenden Mitteilung soll untersucht werden, ob eventuell in diesen Mutter 
laugen noch andere Zucker (eventuell Aldosen) oder reduzierende Zucker 


ecarbonséuren vorhanden sind, 
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Butyl- und Aceton-Girungen. 
I. Mitteilung: 
Uber Zwischenprodukte der Butanol-Aceton-Giirung. 
Von 
Konrad Bernhauer und Karl Kiirschner. 


Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 


Deutschen Universitat in Prag.) 


(Binge Jangen aii 1 fl Juli 19 > a 


Eine endgultige Entscheidung. tiber welche Zwischenprodukte die 
Butanol-Aceton-Garung fiihrt, ist bis heute noch nicht modglich. Bei- 
triage zu dieser Frage wurden von drei Gesichtspunkten aus geliefert, 
namlich: 1. durch méglichst genaue Bilanzversuche, die zeigen sollten, 
wieweit die jeweils gefundenen Reaktionsprodukte mit dem Géarungs- 
schema tbereinstimmen!; 2. durch Isolierung von Zwischenprodukten 
und 3. durch Feststellungen, wieweit mégliche Zwischenprodukte als 
soleche verarbeitet, oder bei Zusatz zu einer normalen Garung in die 
Garungsprodukte iibergefiihrt werden. Die in Frage kommenden 
Zwischenprodukte und die Daten tuber deren Auffindung oder Um- 
wandlung sind in Tabelle I jibersichtlich zusammengestellt. 


Wir beschaftigten uns in der vorliegenden Untersuchung mit der 
Frage nach der Umwandlung einiger Zwischenprodukte bei Zusatz 
derselben zu normalen Garansatzen (Getreide-maische). Aus der Er- 
héhung der Menge an gewissen Garprodukten konnte sodann auf die Art 
der Umwandlung der zugesetzten Substanzen geschlossen werden. Bei 
jeder Versuchsreihe wurden stets Parallelversuche ohne Zusatze aus- 
gefiihrt, um einen direkten Vergleich zu erméglichen. Die gewonnenen 
Ergebnisse sind im folgenden zusammengefaBt. Vorausgeschickt sei, 
daB das verwendete Bakterium im Laufe der Untersuchung sein physio- 
logisches Verhalten etwas anderte, wie sich im Verhalten gegenitiber 
elnigen zugesetzten Substanzen zeigte2. Durch Anwendung einer Wechsel- 
iiberimpfung auf Getreide-maische mit und ohne Calciumcearbonat 
gelang jedoch im wesentlichen eine Wiederherstellung des urspriinglichen 


Garvermogens. 


Vel. insbesondere die Arbeiten aus der Aluyver-Schule: siehe A.J. 
Kluyeer, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 261, 1935. 2 Vor allem erwies sich 
das Bakterium in diesem Zustande gegeniiber den Zusatzen als sehr emp- 
findlich und die Garung wurde durch Mengen an Aldehyden oder Sauren, 
die sonst ohne Hemmung verarbeitet wurden, meist bald unterbrochen. 


K. Bernhauer u. 








K. Kiirschner: 


Tabelle I. 





Zeitschr. 117, 269, 1921. 
Zeitschr. 264, 285, 1934. 
Centralbl. 1925, II, 761. 

Thaysen, Biochem. J. 








Zwischenprodukte 


1 Im Prinzip gemaif dem 


7 Soe. Ricard Allenet & Cie., Melle, Fr. P. 568796, E. P. 218615; Chem 
8 Bakonyi, diese Zeitschr. 169, 125, 1926. —® Vgl. z. B. Reilly, Hickinbottom, 
14, 229, 1920; Speakman, J. of biol. Chem. 58, 395, 1923. 
Reilly u. Hickinbottom, Chem. Trade J. 65, 331, 1919; Stiles, Peterson u. Fred, 192: 
J. of biol. Chem. S84, 437, 1929. - 
229, 1920; Verwertung im E. P. 128403, 1918. Vgl. auch Speakman, J. of biol. Chem. 41, 319 peek 
12 Speakman, ebenda 41, 319, 1920. volli 
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nm 


n 
re 
yl 

Lig 


ol 


hig. 


P Se 
PSE 


m 


14, 
19 








Butyl- u. Aceton-Garungen. I. 381 


Essigsdure wurde unter Anwendung des aktiven Bakteriums fast 
vollstandig in Aceton umgewandelt (bis etwa 97°, der Theorie, bezogen 
iuf zugesetzte Menge). In spateren Versuchen mit dem bereits etwas 
veranderten Bakterium wurden nur noch etwa 30°, in Aceton um- 
vewandelt, dagegen etwa 70% in Athanol. Dies erscheint bemerkenswert, 
da eine Reduktion der Essigsiure zu Alkohol bisher noch nicht beob- 
achtet worden ist; es stellt dies zugleich eine Parallele zur Uberfiihrung 
von Butterséure in Butanol vor. Nach der Aufziichtung des Bakteriums 
wurden wieder iiber 88°, in Aceton und iiber 11°, in Athanol um- 
gewandelt. — Bei Versuchen zur Vergarung von Glucose in synthetischer 
Naéhrlésung (1,5°, Glucose, 0,25°% Pepton, 0,05°% KH,PO,, 0,02 % 
MgS0O,. 0,001°% NaCl, 0,001% FeSO,. 0,001% MnSQ,)! trat auf 
Zusatz von Essigsiure Hemmung ein, und die zugesetzte Essigsiure 
wurde nicht verarbeitet. 

Buttersdure. Es wurden auch hier prinzipiell ahnliche Beobachtungen 
gemacht wie bei der Verarbeitung der Essigséure. Die aktiven Bakterien- 
kulturen reduzierten die zugesetzte Butterséure fast vollstandig (tiber 
90°, der zugesetzten Menge) zu Butanol, wahrend die geschwachten 
Kulturen nur etwa 36° umwandelten, nach der Aufziichtung allerdings 
wieder iiber 95°. Versuche in synthetischer Nahrlésung brachten 
den gleichen Miberfolg wie bei Essigséurezusatz. 

f-Oxybuttersdure erwies sich als ungiftig, wirkte also nicht hemmend, 
ergab aber keinen Anstieg der Menge eines Garprodukts. 

Crotonsdure wurde von den aktiven Bakterien in Butanol und Aceton 
iibergefiihrt; das Mengenverhaltnis schwankte dabei, und zwar in drei 
Versuchsreihen: Butanol rund 24°,, 638°, und 17°,, Aceton 50°,, 33° 
und 37%. Das Vermégen zur Umwandlung der Crotonsaure in Butyl- 
produkte erhielten die Bakterien auch durch die Umaziichtung nicht 
wieder ganz zuriick; Umwandlung zu 9°, in Butterséure, 27°, in 


Essigsaure und 45°, in Aceton; in einem anderen Versuch: 27°, in 


0 


Essigséure und 25°, in Aceton. 

Acetaldehyd. Umwandlung durch das aktive Bakterium: bis tiber 
60°, 2 in Butanol: in geschwachtem Zustand geringe Einwirkung. Nach 
der Umziichtung: 21°, in Butylprodukte und 58°, in sonstige Produkte 
(insbesondere Athanol) umgewandelt, in einem anderen Versuch 10°, 
in Butylprodukte und 69°, in andere Garprodukte. Zusatz des 
Acetaldehyds zu einer Garung in synthetischer Lésung wirkte sofort 
gérungshemmend. 


1 >¢ 


Im wesentlichen analog der von Speakman (J. of biol. Chem. 48, 395, 
1923) benutzten Nahrl6sung. — ? Dieses Ergebnis konnte nur in einer 
einzigen Versuchsreihe gewonnen werden, erscheint uns daher noch nicht 
vollig gesichert. 
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Butyraldehyd wurde vor allem in Butanol, in manchen Versuche 
teilweise aber auch in Aceton umgewandelt, und zwar in Butylprodukt 
gu 72%, 71% und 96%, in Aceton zu 17%, 25% und 2%. 

Crotonaldehyd erwies sich als sehr giftig: eine Menge von 0,036‘ 
brachte eine kraftige Garung sogleich zum Stillstand. 

Acetaldol hatte in den angewendeten Konzentrationen (0.088 bzw 
0,176°,) keinen hemmenden EinfluB auf die Garung, bewirkte jedoc} 
keinerlei Erhéhung der Menge an Garprodukten 

SchluBfolgerungen im Hinblick auf den Chemismus der Butanol 
Acetongdrung. Auf Grund unserer Ergebnisse ergibt sich eine ein 
wandfreie Bestatigung dafiir, daB Buttersaure als Stammsubstanz des 
Butanols anzusehen ist: die Reduktion diirfte dabei in zwei Phase: 
erfolgen, also tiber den Butyraldehyd, da dieser analog der Butte 
siure in Butanol iibergefiihrt wird (in manchen Versuchen konnté 
allerdings auch eine Erhéhung der Acetonmenge beobachtet werden 
Ob dabei der Butyraldehyd nur hydriert wird, oder ob derselbe einer 
Dismutation unterliegt, bleibt offen. Dagegen konnte kein Anhalts 
punkt dafiir gewonnen werden, daB Acetaldol oder -Oxybuttersdure als 
Vorstufen der Buttersaure zu werten sind, eher kénnte die Buttersaure 
gemaB unseren Versuchen aus Crotonsaure entstanden gedacht werden 
doch wird diese auch unter Bildung von Essigséure gespalten, dir 
sodann in Aceton iibergeht (neben den Butylwerten wurden auch dir 
Essigsaure- und Acetonwerte erhéht). Von besonderem Interesse ist 
daB die Umwandlung des Acetaldehyds in Butylprodukte durch das 
aktive Bakterium in erheblichem, durch das geschwachte Bakterium 
in geringem Ausmabe stattfand (es iiberwog dann die Reduktion zu 


Athanol, wie auch in Versuchen, bei denen relativ viel Acetaldehyd zu- 


gesetzt wurde). Da es am naheliegendsten erscheint, daB der Weg Acet- 
akdehyd -- Butanol iiber Acetaldol fiihrt, dieses jedoch nicht  ver- 
arbeitet wurde, wird man anzunehmen haben, daB das Acetaldol woh! 
nur in nascentem Zustand in Buttersaure tibergefiihrt werden kann 

Im Hinblick auf den Chemismus der Acetongarung sprechen unsere 
Ergebnisse durchaus dafiir, daB das Aceton auf dem Wege iiber Essig- 
saure _, Acetessigsdure entsteht. 


Bei allen Untersuchungen in der eingesch'agenen Richtung 
natiirlich bedacht werden, daB die Zwischenprodukte, wie sie in det 
entstehen, in einem ganz anderen, und zwar labilen Zustande, vorliegen 
dirften, und daher die mit den zugesetzten stabilen Verbindungen erzielten 
Ergebnisse noch keinen zwingenden SchluS8 auf die Verhaltnisse wahrend des 
Garprozesses erméglichen. So ist auch deutlich ersichtlich, da8 jene Pro 
dukte, die bei der normalen Garung aus der Zelle eusgeschieden werden, 
aber trotzdem als Zwischenprodukte fungieren, wie Essig- und Buttersaure, 
auch beim Zusatz ohne weiteres in die Garungsendprodukte tibergetihrt 
werden, wahrend bei anderen méglichen Zwischenprodukten (die normale 
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velse nicht aus der Zeile ausgeschieden werden) gewisse Schwierigkeiten 
estehen, und deher keine véllig eindeutigen Ergebnisse erzielt werden 
‘onnen (vgl. z. B. auch Butyraldehyd 


Versuche. 


Biologische Methoden. Das fir die Versuche verwendete Clostridium 
utyricum! wurde in einer 6°, igen Kornschrotmaische geziichtet, indem 
kleine Maischemengen (10 bis 20 cem) in weiten Proberéhren nach dem 
Sterilisieren geimpft und vergoren wurden; gut verschlossen und bei 12° 
aufbewahrt. Impfung der Garansatze durch Zusatz von | bis 2°, det 
Kultur; sodann 2 Minuten im siedenden Wasserbacd erhitzt. 


Auysztchtuny der Baktericon, Nachdem die Kulturen etwa 1! bis 2 Jahre 
in Verwendung waren, zeigten sie gewisse Degenerationserscheinungen, vot 
allem Unterschiede im physiologischen Verhalten: Nachlassen der Saure 
resistenz, verspatetes Eimsetzen der Garung, Verringerung des Vermogens 
zur Erzeugung von Butylalkohol usw. Es wurden daher Wechseliiber 
impfungen vorgenommen, und zwar alle 24 Stunden (bzw. nachdem Garung 
eigetreten war) von gewOhilicher Maische auf solehe mit Caletumcarbonat 
Nach viermaliger Wiederholung des Vorganges hatte das Bakterium seine 


urspringlichen Eigenschaften im wesentlichen wiedererlangt. 


Durchtiihrung der Garversuche. Herstellung der Maische: 6 Teile Korn 
schrot mit 100 Teilen Leitungswasser gut angertilirt, in. str6menden Dampf 
2 Stunden erhitzt. Sodann noch ein- bis zweimmal fraktioniert sterilisiert. 
Nach dem Impfen (wie oben beschrieben) unter sterilen Bedingungen die 
Maische mit CQO, gesittigt? und Wattebausch gegen Cdraufsatz ausge 
tauscht. Durehfihrung aller Versuche bei 36 bis 37°. [inerhalb 24 Stunden 
-etzte in der Regel bereits stiirmische Garung ein: nach etwa S80 bis 90 Stunden 
war die Garung beendet. Alle Versuche 96 Stunden im Carraum belassen. 
Fiir jeden Garversuch wurden je 50 cem Maische (3 g¢ Kornschrot) verwendet. 
In jeder Versuchsreihe wurde stets eine Anzahl von Parallelversuchen 
durchgefiihrt (2 bis 8), vereinigt und Mittelwerte ermittelt. Schwankungen 
innerhalb der Versuche einer Rethe nur gering, woh! aber gewisse Unter 
schiede im Garverlauf beim Vergleich verschiedener Versuchsreithen. Um 
einen direkten Vergleich zu erméglichen, wurden daher in jeder Versuchs 
reihe auch Versuche durchgeftthrt. bei denen kein Zusatz erfolete. Zusatze 
zum Gargut 24 bis 48 Stunden nach der Impfung (mittels geeichter Pipetten 
durch ein im Stépsel neben dem Garaufsatz angebrachtes Glasrohr, das 
wieder verschlossen wurde Zur Ausschaltung des Eintlusses, den die 


Operation des Zusatzes sowie die Anderung der Konzentration haben konnte, 
wurde bei den Vergleichsversuchen stets die gleiche Menge Wasser zugesetzt. 


Bestimmang des Gehalts der Zusdtze. Sauren in tiblicher Weise durel 
Titration: Einstellung genau n 10 Losungen. Aldehyde: Einstellung det 
Lésungen genau m5 (Acetaldehyvd) oder 10 (Crotonaldehyd, Acetald 


Butyraldehyd). Gehaltsbestimmung nach der argentometriscl 


! Aus der American Culture Collection, Nr. 824; 
Zusendung der Kultur danken wir auch hier bestens Herrn 
Peterson. 2 Die Durehfiihrung der CGarung unter anaeroben 


gungen ist zwar nicht unbedingt notwendig, doch scheimt die Gi: 
Kleinversuchen unter diesen Bedingungen rascher eimzusetzen. 
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best‘mmungsmethode von Ponndor', in etwas modifizierter Form. Aldehyde 
unter CO, gegebenentalls im Vakuum (Acetaldol) — vor der Einwags 
frisch destilhert. Riicktitration des Silbers nach Volhard mittels n/10 
Rhodanidlésung. Von Wichtigkeit fiir die Anwendung der Methode aut 
verschiedene Aldehyde war die Feststellung quantitativer Oxydations 
pedingungen (Dauer und Temperatur), Ubertragung der ,,Makromethode IT 
auf andere Aldehyde, und zwar in folgender Form: Crotonaldehyd: erstet 
Zusatz der Lauge und Schiitte!n bei Zimmertemperatur, zweiter und dritter 
Zusatz auf dem Wasserbad (Tropftrichter auf dem Kolben). Acetaldol und 
Butyraldehyd: Zusatz von MgSO, verdoppelt, alle Zusatze durch den 
Tropftrichter, Oxydation sofort auf dem Wasserbad, Verdoppelunyg det 
Oxydationsdauer (insgesamt 24 Minuten). 

Quantitative Bestimmung der Garprodukte. Anfangs wurden nur Aceton, 
Butanol und Athanol getrennt bestimmt, die Séiuren gemeinsam durch 
Titration, spiter auch Essigsiure und Butterséure einzeln. Acetylmethy! 
cearbinol, das meist nur in geringen Mengen auftritt, wurde nicht beriick- 
sichtigt. Bestimmung der Girprodukte im AnschluB an die Arbeit von 
Johnson, Peterson and F'red*, Je 100 cem Gargut nach Zusatz von 20 ¢em 
Waschwasser und 10 cem n Lauge destilliert: 100 cem Destillat (Teile davon 
fiir die Bestimmung des Acetons*® sowie des Butyl- und Athvlalkohols‘). 
Destillationsriiekstand mit einem UberschuB an 2 n Schwefelsdure versetzt 
und mit Wasserdampf destilliert: 220 ecm Destillat fiir die Bestimmung von 
Essig- und Buttersiure®. Priifung auf zugesetzte Aldehyde nach der Ver- 
girung mittels Nitroprussidnatrium und Piperidin (Acetaldehyd, Acetaldo!) 
oder mittels fucksinschwefliger Saure (Crotonaldehyd, Butyraldehyd). Um 
rechnung der Mengen an Garprodukten auf Glucosediquivalente aut Grund 
der Gairungsgleichungen fiir die einzelnen Garprodukte; es entsprechen also 
180 mg Glucose: 88mg Buttersiure, 76mg Butanol, 120 mg Essigsaure, 
92 mg Athanol, 58mg Aceton, ferner von Zusitzen: 88 mg Acetaldehyd, 
86 mg Crotonsiure, 74mg Butyraldehyd usw. 


Gdarungsbe ispre le. 


Essigsdure und Buttersdure: Ergebnisse der zunachst durchgefiihrten 
Versuche mit vereinfachter Aufarbeitung in Tabelle II. Spatere Versuche, 
bei denen sich das physiologische Verhalten des Bakteriums bereits etwas 
geindert hatte, in Tabelle IIT (als Beispiel in ausfiihrlicher Form wieder- 
gegeben). Versuche nach der Aufziichtung des Bakteriums in verkiirzter 
Form in Tabelle IV wiedergegeben. 

Crotonsdure. Ergebnisse von drei Versuchsreihen in Tabelle V. Versuche 
nach der Aufziichtung in Tabelle VT. 

Acetaldehyd. Versuchsreihe 15 unter Verwendung des Bact. imi ur- 
spriiglichen aktiven Zustande (Tabeile VII), Versuchsreihe 25 und 40 
nach der Aufziichtung (Tabelle VIII). 


Butyraldehyd. Ergebnisse dreier Versuchsreihen in gekiirzter Form in 


Tabelle LX. 


1 B. 64, 1913, 1931. - 2 J. of biol. Chem. 101, 145, 1933. - § Nach 
Goodwin, Amer. Soe. 42, 39, 1920. — 4 Nach der Mikromethode von 
Johnson, Ind. Eng. Chem. Anal. Ed. 4, 20, 1932. — ° Nach der Halb- 


destillationsmethode von Virtanen u. Pulki, Amer. Soc. 50, 3138, 1928. 
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Tabelle IL. 
vde 
7 Ver- Zunahme an 
1, 10 suchs- , r Aziditat Buta Atha- Acetou bzv 
saad sathe Versuch Zusatz (n/10) nol Aceton nal Butanol + 
yns Nr. Nr. mg ecm mg mg mg mg 
EE 
stet | 64— 65 a 26,9 | 356,6 2704 > 28,5 
tter g 68— 69, Essigsaure 120 * 344.5 | 357.6 322.2! 366 ) 51,8 | 893 
und 70— 71 i 120 34,2 354.3 | 327,1)| 38,2 56.7 97.8 
den 72— 79 0 23,0 322.6 238.7 25,0 wn 
det 10 $0 — 8$7/|| Essigsiure 120 32.9 | 320.0 | 295.0 259 563 97 
S8— 95/| Buttersaure 88 37,0 | 393,9 248.2 10 1.3 93,6 
fon, 14 ;, 202—294" 7] 26,2 | 358,6 261,3 27,2 — 
ireh und?! 126—129 Buttersaiure 88 ** 33, 432.1 260.8: 26,4 ) 73,5 96,7 
ny! 24 | 208—210 88 *** 27,0 | 428.3 2694 30,3 69,7 91,7 
ick- In zwei Portionen zugesetzt 
Von ** 10cem n/10 Losung. 
em *** 1eeom n/10 Lésung. 
. + Je nachdem, ob Essigsiure oder Buttersiure zugesetzt wurde. 
von 
is‘). 
erat Tabelle III. 
von 
Jer: Ver- 
! suchs- . Sutter- Buta- Essig- tha- , 
lol ) reihe Versuch Zusatz — sa — — Aceton Summe 
on Nr. Nr. 
amd 
ilso a ne eee ee er pare : 
30 249 —250 “ mg 75,7 374.5 54,0 56,0 216,4 
oe Aqu. 158.5 886,5 81,0 109.5 671.2 1896,7 
va, 
: 251—252 Essig- mg 71.4 3703 54,0 89,3 227,0 
saure Aqu. 145.3 876,6 81,0 174.6 704,5 1983,0 
60 mg Diff. 13,2 90 O 65,1 33,3 + 86,3 
(90 Aqu.) % —_ — . 72 37 
ten 253—254 Butter- mg 122 402.0 54,3 65,0 210.1 
‘he. saure Aqu.| 249,3° 951,7 85,9 127,1 680,0 2094,0 
WAS 83 mg Diff. 90.8 + 65,2 +49 17.6 8,8 187.3 
‘a (180 Agu.) %, 50 36.2 2,7 9,7 4.8 
re 
ter 
Tabelle IV. 
che 
Versuchsreihe Nr. 33 37 
ur- Versuch Nr. 262/263 und 265/266 282/283 und 285, 28f 
40) suttersiiure “ssigsiure 
Zusatz } Buttersiure Essigsiur 
\ 88 mg (180 Aqu.) 60 mg (90 Aqu.) 
1 In Differenz . Glucose-aquivalente Glucose-fquivalent 
Juttersaure + 1.9 1.9 5.2) 19 20 
ach Butanol . + 1724 95,7 - ory* -* 7 
vii Essigsaure .. - 4.4 | 4.0 
ll Athanol. 81) +28 1,5 + 10,2 11.4 
)- ‘ pl fo 
Aceton +. 6.8 | + 798 S87 
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Zusatz y > L 
nile (Croton.  Aziditat Zunahme an Ver: 
satina Versuch sture) (n/10) Butanol | Aceton Athanol Bytanol Acetor r 
Nr. mg cem mg mg mg nee 
q Zu 
‘ 9907 oe ar ‘ Br 
12 102—103 0 33.7 368 262,5 39,0 - ‘ld 

~ | 104—105 Sb 38.4 386.6 291.8 34,3 23.8 50.5 
Diff 

13 110—113 0 26,1 333.5 | 239.4 38,5 — — 

2 118—121 86 33,9 381,38 2589 40,1 62.8 33,6 
n . Qn vo - butte 
o4 | 292-204 0 26,2 | 3586 | 261,38 | 27,2 Rides 
~~ || 205—207 86 206° | Sil, | 282;7 27,8 17,2 | 37,0 ain: 
(thar 
\ceto 

Tabelle VI. 
( 
Versuchsreihe ... 39 39 ler | 
Ve rsuch Nr, : 293 294 und 295/296 293/294 und 297 298 stark 
Zusatz (Crotonsiure) 43mg (90 Aqu.) 86mg (180 Aqu.) 

prod 





DIOTONE 66. 4 se Glucose-aiquivalente ) Glucose-iiqguivalente 
ters: “e + 6 
Butter ee 3,6 or 8.4 95 14,4 | 49 
Butanol. . . : 0,2 | + 9,5] 
Essigsaure . . + 24.0 ~ 26,7 + 49,0 27.2 
BAnANOl, «=... - 0,4 — — 0,3 
ae + 40,7 45,2 + 44,7 24.8 
Tabelle VII. 
Versuchs- Versuch Zusatz Aziditat Butanol Aceton Athanol 
Sy ae (Acetaldehyd) 
on Nr. mg cem mg mg mg 
is | 130—131 0 24,5 339.6 227,3 30,6 
Tae 132—134 44 31.6 366.7 228.4 26,7 
{ mg + 27,1 + 1,1 — 39 
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Zusatz (Acet- | . 
RS g RO ( 
aldehyd) i mg* (1 Aqu.) 
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suttersaure + 47,7 . : 
Bu ersiure 47,7) 38 (24 
Butanol . 9.4 | . 


HMssigsaure . 2,1 
Athanol. . 1429 
Aceton . . 35.6 


* In zwei Portionen zugesetzt. 


11/212 und 


88 meg (180 
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56,1 | 
37,9 | 
5,9 
105.2 58.4 +156,5 | 
24! 5 | 


25 


217 218 
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18,2 10,1 


126.1 69 


40 
299.300 und 301/302 
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21,4 | 
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25,0 | 

4 0.5 _— 
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Tabelle IX. 





Versuchs- 
reihe 
Versuch Nz 
Zusatz 
Butyr- 
aldehyd) 


Ditferenz 


buttersaure 
Jutanol 
Essigs 1ure 
\thanol 
\ceton 


Crotonaldeh yd, 


Hy s7 38 


289 290 und 291,292 


ime (90 Aqu 72mg (180 Aqu 72mg (180 Aqu.) 
Glucose-fiquiy Glucose-fguiy Glucose-iquiy 


37.0 | 


54.0 | 4 


+1189) 64.9 72.1 128.2 71.2 - 1360 17.3 96.1 
1,1 26.3 
49 15,9 (17,6 45.6 25.3 19.6: 4.0 99 





19.5 | ‘ + 49.9 | 


Acetaldol und p-Oxybuttersdure. Auf eine Wiedergabe 


ler Versuche mit diesen kann verzichtet werden; Crotonaldehyd wirkte 


stark giftig und die beiden anderen wurden in keines der normalen Car- 


produkte verwandelt. 














Uber Schimmelpilz-sterine. 


I. Mitteilung: 
Die Sterinbildung bei Aspergillus niger. 
Von 
Konrad Bernhauer und Georg Patzelt. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums de 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1935.) 


Neben Hefe sind vor allem Schimmelpilze zur Synthese von Sterine: 
befahigt. So priiften insbeosndere Pruess, Peterson, Steenbock und 
Fred!, sowie Pruess, Gorcica, Greene und Peterson? eine groBe Anzah! 
verschiedener Schimmelpilze auf ihren Steringehalt beim Wachstum 
derselben auf verschiedenen Nahrbéden. Welche physiologisch« 
Bedeutung jedoch den Sterinen fiir die betreffenden Organismen selbst 
zukommen mag, ist noch vollig ungeklirt. Um eine Beantwortung 
dieser Frage anzubahnen, erschien es zunéchst von Wichtigkeit fest 
zustellen, welchen Schwankungen der Steringehalt in Abhangigkeit von 
den Ernahrungsbedingungen unterliegt, und weiterhin, ob die Sterin: 
auch unter sehr ungiinstigen Lebensverhaltnissen gebildet werden. Im 
folgenden bringen wir einen kleinen Beitrag zu dieser Frage. 

Auf Grund der Untersuchung einer Anzahl von Aspergillus niger 
Stammen wurde der mit dem héchsten Steringehalt als fiir unsere Zwecke 
am geeignetsten ausgewahlt. Dieser Pilz konnte durch Wachstums- 
stimulatoren trotz Steigerung der Mycelentwicklung zu keiner Erhéhung 
seines Steringehalts angeregt werden, wohl aber gelang dies bei zwe! 
anderen Pilzen, die vor allem durch Zinksulfat zu einer wesentlichen 
Erhéhung des Mycelgewichts wie auch der absoluten und prozentuellen 
Sterinmenge veranlaBt werden konnten. 

Bei Versuchen mit verschiedenen Zuckerkonzentrationen zeigte sich 
daB die Sterinbildung im allgemeinen parallel zur Mycelentwicklung 
vor sich geht, indem auch die bei sehr geringen Zuckerkonzentrationen 
zur Entwicklung gelangten sehr schwachen Pilzdecken annahernd 
denselben Steringehalt besaBen, wie die unter giinstigen Ernahrungs- 
bedingungen gewachsenen Pilze. Dagegen besaBen Pilzdecken, die auf 
anderen C-Quellen (wie z. B. Ca-Gluconat oder chinasaurem Calcium 
zur Entwicklung gelangt waren, nur etwa den halben prozentuellen 
Steringehalt wie auf Rohrzucker gewachsene Pilze. Es sei tbrigens 
darauf hingewiesen, daB bei unserem Pilz die Mycelentwicklung und die 
2 Diese Zeitschr. 246, 401, 1932 


1 J. of biol. Chem. 90, 369, 1931. - 
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Sterinmenge bei Wachstum in Gegenwart von Calciumcarbonat 
geringer war als ohne dieses (entgegen den Beobachtungen von Pruess, 
Gorcica, Greene und Peterson, |. c., bei den von diesen Autoren ver- 
wendeten Pilzen). Anderseits hatten Pilzdecken, die auf Bernstein- 
siure oder Alkohol (in Gegenwart von etwas Zucker) zur Entwicklung 
gelangten, annahernd den gleichen oder sogar héheren Steringehalt wie 
solehe, die auf Zucker (in analoger Konzentration) gewachsen waren. 

In diesem Zusammenhang konnte auch ein kleiner Beitrag zur Er 
naihrungsphysiologie der Schimmelpilze gelefert werden: Wahrend namilich 
Zucker in kleinen Konzentrationen (von 0,25°, abwarts) nur sehr geringe 
der keine Mvcelentwicklung erméglichte, bewirkten dieselben oder noch 
viel kleinere Mengen eine starke Steigerung der Mycelentwicklung aus 
C-Quellen, die ohne Zuckerzusatz nur in geringem Mae verwertet wurden 
z. B. Bernsteinséure unter Benutzung alter lmpfsporen), oder es erméglichte 
ein geringer Zuckerzusatz eine, teils sogar sehr krattige Mycelentwicklung 
aus C-Quellen, die sonst tiberhaupt nicht verwertet werden konnten (wie 

Ikohol). 

Im Hinblick auf die Sterinbildung kann zusammenfassend gesagt 
werden, daB dieselbe im allgemeinen parallel zur Mycelentwicklung 
erfolgt; der prozentuelle Steringehalt der Pilzdecken bleibt daher in 
gewissen Grenzen auch unter ungiinstigen Ernahrungsbedingungen 
konstant. Man kann daher wohl annehmen, dab die Sterine eine be- 
stimmte physiologische Funktion fiir die Pilze besitzen, oder da irgend- 
einem Sterin bzw. sterindhnlichen Kérper eine solche Funktion zukommt 
(wahrend dann die anderen Sterine bzw. sterinartigen Koérper Neben-, 
Zwischen- oder Abbauprodukte ohne besondere physiologische Funktion 
vorstellen wiirden). Die Art dieser Funktion bleibt allerdings noch 
vollig ungeklart 

SehlieBlich sei noch kurz auf die Frage nach der Biosynthese der 
Sterine eingegangen. Euler und Klussmann! wiesen auf gewisse Be- 
ziehungen zwischen den Sterinen und Carotinoiden hin und vermuteten, 
,.daB die Kondensation der Zucker-Spalt produkte, welche unter normalen 
Umstanden in griinen Pflanzenteilen zum Carotin und Xanthophyll 
fiihrt, bei Hefe auf einem anderen Weg zu Sterinen geleitet wird“. In 
orientierenden Versuchen, bei denen der eventuell als Zuckerspalt 
produkt auftretende Crotonaldehyd zu garender Hefe zugesetzt wurde, 
zeigte sich bei der Reaktion mit Antimontrichlorid eine deutliche Zu- 
nahme des Rotwertes gegenitiber einem Versuch ohne Zusatz von Croton- 
aldehyd. Was fiir Produkte allerdings die Zunahme des Rotwertes be- 
dingten, wurde nicht naher untersucht. Bei den von uns durch- 
gefiihrten orientierenden Versuchen erwies sich der Crotonaldehyd 
gegeniiber Pilzen zu giftig: Acetaldol hatte keinen besonderen Effekt. 
' Svensk. Kemisk Tidskr. 44, 198, 1932. 
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Weitere Versuche miBten wohl mit den weniger giftigen Carboxy! 
Vorstufen durchgefiihrt werden. 


Aus der Struktur der Sterine ist nun ersichtlich, daB dieselben auf 
Grund eines anderen Aufbauprinzips als die Terpene und verwandte 
Stoffe entstanden zu sein scheinen. Die Sterine kénnen auch weder aus 
dem /-Methyl-crotonaldehyd noch aus Crotonaldehyd allein entstanden 
gedacht werden, wohl aber erscheint der Aufbau des charakteristischen 
Steringeriistes formell aus den beiden genannten Grundbausteinen 
gemaB dem folgenden Schema mdglich: 


OH, 
CH, CH, + CHO—R CH—C H=C H—R 
CH 
CHs C Hg 
CHO + ltl I\ 
CH, CHs | 1: CHO —> CH 
ue CHO 
” | I Il 
CHs HO— 


CHO CHO 


abei ist es jedoch nicht unwahrscheinlich, daB an den betreffenden 
Dal t es jedoch nicht hrscheinlich, daB an den betreffend 
Kondensationsvorgangen nicht die genannten Aldehyde als solche 
veteiligt sind, sondern ihre Carboxylvorstufen (%-Ketoséuren usw.). Die 
beteiligt sind 1 hre Carboxyl tufen (%-Ket ). D 
prinzipielle Méglichkeit fiir das Zustandekommen von Ring I oder IT aus 
zwei Molekiilen Crotonaldehyd erhalt eine gewisse Stiitze durch den 

efund iiber die Bildung von o-Dihydro-tolylaldehyd aus Crotonaldehy« 
Befund iiber die Bildung Dihydro-tolylaldehyd Crotonaldehyd 
im Modellversuch!. 

Versuche. 


Biologische Methodik. Ziichtung der Sporenkulturen auf Wiirzeagar in 
iiblicher Weise. Nahrlésung fiir die Versuche (falls nichts anderes an- 
gegeben): 10%, Rohrzucker, 0,2% NH,NO;, 0,1% KH,PO,, 0,025 °%, 
MgSO, in Leitungswasser. Je 100 cem in Erlenmeyer-Kolben von 300 cem 
Inhalt. Impfung der Versuchskulturen durch Sporenaufschwemmung 
mittels Pipette. Fiir etwa zehn Versuche eine Proberéhre Impfmaterial. 
Durehfiihrung aller Versuche bei 25°. Versuchsabbruch durch Sterilisieren. 


Analytische Methodik. Bestimmung des Mycelgewichts und Sterim 
gehalts. Mycel nach griindlichem Auswaschen zwischen Filtrierpapier 
unter Benutzung zweier breiter Glasstépsel abgepreBt (Feuchtigkeitsgehalt 
im Durchschnitt aus zahlreichen Versuchen 73°). Ein Teil des Mycels 
bei 90° bis zur Konstanz getrocknet und gewogen. Ein zweiter Teil (meist 
lg Feuchtmycel*) zur Sterinbestimmung verwendet. Dabei wurde genau 
nach der Methode von Heiduschka und Lindner® vorgegangen, die auf dei 
Verwertung der Liehermann-Burchardschen Reaktion fiir kolorimetrische 


! Bernhawer u. Neubauer, diese Zeitschr. 251, 173, 1932. — * Trocken- 
mycel darf fiir die Bestimmungen nicht verwendet werden, da beim 


Trocknen wesentliche Sterinverluste eintreten. — * H. 180, 20, 1929. 
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Zwecke beruht. Eine Kolorimeterskala fiir die Verwendung im Hellige- 
Komparator wurde folgendermaben hergestellt: 1g Naphtholgriin Bin 
4 Liter Wasser entspricht der Intensitat emer Losung von | mg Ergosterin 
in 5cem Benzol nach Zufiigung von 2 cem Essigsiureanhydrid und sechs 
Tropfen konz. Schwefelséure nach 2 Minuten langem Stehen. Fiir die 
Farbskala wurden Proberéhrehen von 14mm AuBendurchmesser ver 
wendet, mit 7cem Naphtholgriinlésung beschickt und zugeschmolzen. 
16 Konzentrationsstufen der Farblésung: 0,05°,, (entsprechend 2 mg 
Ergosterin) bis 0,001 25°, (entsprechend 0,05 mg Ergosterin). 


i. Ste rinbildung dur h ue rsch iedene Pilzstam mee, 


Versuchsreithe 1. Untersuchung von 15 verschiedenen Aspergillus niger- 
Stammen in normaler Nahrlésung (vgl. oben), 20 Tage. Der Steringehalt 
schwankte bei den Pilzen zwischen 0,23 bis 1,16°,; die absolute Sterimmenge 
zwischen 2,8 und 34,5 mg. Am giinstigsten erwiesen sich die Stamme |, 


II, VI und XXVIII. 


2. Allgemeine Bedingungen fiir die Sterinbildung. 
Es wurde hier vor allem die Bedeutung von Wachstumsstimulatoren, 
der Zuckerkonzentration und Versuchsdauer untersucht. 


Versuchsrethe 2. Wirkung von Wachstumsstimulatoren. a) Mit den 
Pilzstammen I, III und VI, b) nochmals mit den Stammen ILI und VI 
wiederholt. In Tabelle | tibera!l Mittelwerte aus je zwei Versuchen, 11 Tage. 


Tabelle I. 





0,002 0 
Wachstums- | 0,005 0 — 0.002 « . 
stimulatoren : | ZnSO, aun 0 CuSo, Pilz 
CuSO, stamm 
Versuchsreibe: a b a a b a b 
Mycelgewicht . .g/ 1,62 — 0,96 0,53 0,56; — |) 
Sterinmenge - {mg 24 aaa 13 6,7 1,25 ( I 
: _ 1% 148) — 135 14 0,5 | 
Mycelgewicht . .g¢) 1,8 2,24 1,64 112; 1,75)| 0,9 Eu | 
Stortnenene {mg 18 22.4 18,9 22 21,2 17 20,5 III 
e n e . i , os 
- t % 1,0 1,0 1,15 1,85 1,22 1,v 1,7 } 
Mycelgewicht . .g 1,91) 1,83 2.27 0,78) 0,95 0,57 0,83 
Steri {mg 23,2 27,4 21,3 10,4 7 5.3 6,25 VI 
Ster noe - 7 sai = «pe =e 
eer ee a. a 0,9 133 0,74 0,93 0,75 


Ergebnisse: Wahrend die Pilzstamme I und VI ohne Stimulatoren 
geringere Sterinmengen bildeten, verhielt sich Stamm III umgekehrt. Da 
dieser auch prozentual die héchsten Sterinmengen ergab, wurde nur mehr 
mit diesem weiter gearbeitet. 

In weiteren Versuchsreihen wurde die Abhangigkeit der Mycelent- 
wicklung (und damit der Sterinbildung) vom Alter und der Menge der 
verwendeten Sporen festgestellt; es zeigte sich, daB die zur Impfung zu 
verwendenden Sporen nicht alter als etwa 14 Tage sein sollen. 


26 * 
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Versuchsrethe 5. Feststellung der Abhangigkeit: der Mycelentwicklung 


und Sterinbildung von der Zuckermenge. Es wurde dabei die normal 
Zucker- und Nihrsalzkonzentration zugleich geandert [von 20°, Zucker 
(= 2n) abnehmend bis 0,1°, Zucker (= 91!/,,n)] Mittelwerte aus je zwe 
Parallelversuchen. 11 Tage. Ergebnisse in Tabelle LI. 


Tabelle If. 








Konzentration 2n 15n In 7.5) on 190 0 
Mycelgewicht . saa 3,28 2,9 BY 1,38 1,11 
A 5 > ’ 
R { mg 24,3 22,5 18,9 15,3 12,3 
oterinmenge ( iy | aa 
| 0,74 O07 1,11 ae 1,11 
Konzentration : 2,5/ 9 n 0,5/ 0 n 0,25/ 0 n 01) on 
Mycelgewicht .....¢ 0.49 0,15 0,06 Mycel ; 

: 7 9 2 es keine Ent 
ae aes { mg 3,5 1,2 0,5 ganzdunn; winhies 
sterinmenge -- = ‘ ' c ng 

i % O77 0,78 0,83 nurSporen pi 


Ergebnisse: Wahrend naturgemaB die Mycelgewichte und absoluten 
Sterinmengen, abhangig von der Zuckerkonzentration, sehr starke Unter 
schiede zeigen, bleibt bemerkenswerter Weise der prozentuale Steringehalt 
in gewissen Grenzen ziemlich unverindert, und zwar auch bei den am 
schwachsten entwickelten Pilzdecken. 

Versuchsreihe 6. Abhangigkeit des Steringehalts von der Versuchs 
dauer in normaler Nahrlédsung. Es fand allmahlicher Anstieg bis zum 
18. Tag statt und dann bis zum 27. Tage geringer Abfall, bei weiterem 
allmahlichen Anstieg des Mycelgewichts. 


> 


3. Ske rinbildung AUS VE rsch iedenen "(Jue llen. 


Versuchsrevhe 7. Ubliche Nahrsalze. 11 Tage. Ergebnisse in Tabelle IIT. 


Tabelle III. 





5/9 Rohrzucker 5 Glycerin BR 0 5 China 
C-Quelle Nhesane siiure mit 
; mit CaC Os a) mit CaCO, O Ca-Gluconat CaCOs 
Mycelgewicht . .g 0,96 1,1 0,078 0,7 O15 0,82 
nite { mg 8.9 10.4 0.25 7 0.8 3,34 
Sterinmence . 0.92 0,95 0.31 1.0 0.53 0.4 


Versuchsreihe 10. Bernsteimsaure als C-Quelle. Zusatz von Zucker in 
Mengen, die allem keine Mycelbildung bewirkten. Versuche mit Sporen 
material von verschiedenem Alter (4 Wochen bzw. 7 Monate). Mittelwerte 
aus je zwel Parallelversuchen. Ergebnisse in Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





Bernsteinsiure.... .9 2,5 5 2,5 5 25 5 
A ne ee a ae | 0 0.025 0,25 
Sporenalter, Monate ... 1 7 1 7 1 7 1 7 1 7 1 7 


Mycelgewicht. . . .g 0,28 0,970,62 0,12 0,36 0,28/0,62 0,55 | 0,57 9,54 0,97 1,11 
tna (mg 23 05 69 1,0 40 32 69 51 (42 40 72 82 
Sterinmenge - + ) o 0,81 0,71 1,110.83 1,11 1,11/1,11 0,92 | 0,74 0,74 0,74 0,74 
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Ergebnisse: Die Wirkung des Sporenalters auf die Mycelentwicklung 
und Sterinbildung ist bei Anwendung von Bernsteinsaure allein sehr deutlich 
ersichtlich: in Gegenwart von Zucker verschwinden allmahlich diese Unter 
<chiede. Bemerkenswert ist der Eimflufi der Zuekerzusatze, obwohl det 
Zucker allein in den angewendeten Mengen tiberhaupt keine Mycelent 
wicklung hervorbrachte (val. V.R.5). Von Interesse ist ferner die recht 
vleichmaBige prozentuale Sterinmenge, in gewissen Grenzen unabhangig 


von der Pilzentwicklung, in prinzipieller Ubereinstimmung mit den E1 


gel hiissen det Versuchsreihe 5. In Versuc he Ny, bei denen clie Bernste Insaure 
als Na- oder Ca-Salz angewendet wurde. fand nur geringe oder keine Mycel 
entwicklung statt. 

Versuchsreihe 11. Alkohol als C-Quelle (2°,ige Lésungen mit iiblichen 
Nahrsalzen), unter Zusatz von Zucker in verschiedenen WKonzentrationen. 
11 Tage. Mittelwerte aus je zwei Parallelversuchen. Ergebnisse in Tabelle V. 
Zum besseren Vergleich sind die betreffenden Versuche mit Zucker allein 


aus Versuchsrethe 5 mit angeftihrt 


Tabelle \ . 





ReeROR 6% © was 2 0 ? 0 2 0 , 0 9 
Zucker ...+s. ‘ O1 0,25 05 1.0 0 
Mvcelcewicht a O.0Y9 0 0.52 Spur O51 0.06 O.S4 O15 0 
g {mg 05 26 - 3.8 0.55 6.2 Be 
Sterinmenge . j; , 0.55 O08 77 0.91 0.77 0.78 

| : 5 ee i( s 


Ergebnisse: Wie ersichtlich, iibt der Zusatz des Zuckers in Mengen, in 
denen er allein keine oder nur sehr geringe Mycelentwicklung verursacht, 
einen tiberraschend starken Effekt auf die Verwertung des Alkohols aus. 
Hinsichtlich der prozentualen Sterinmengen gilt im wesentlichen das gleiche 


wie in den vorhergehenden Versuchsrethen. 


/. Versuche mnter ZAusatz ron Crotonalde h yd und Acetaldol. 


Versuchsreihen 12 bis 15. Entwicklung der Pilzdecken in normaler 
Nahrlé6sung (90 cem): am 5. Tage wurde entweder abgebrochen oder Croton- 
aldehyd bzw. Acetaldol oder zum Vergleich Wasser zugesetzt (je LO cem) 
Ergebnisse in Tabelle VI. 


Tabelle VL. 





Versuchsreihe . 13/14 (M. W.) 12 15 
« Croton 
Zusatz von . . 0” aldehyd Wasser Crotonaldehyd Wasser Acetaldol Wasser 


0,025 0.025 0,025 O01 0.025 0.05 0.1 
Mycelgew., g 0,58 0,46 1,5 0,160.08 0,08 1,19 | 1.49 1,382) 1.43 1,22 
Sterin- { mg |) 5,3 406 19,1 2.2 0,8 0,6 13,2 16,5 |12,25:11,.9 158 
menge | °% | 0,93 0,9 1,27 | 1,37/1,0 0,75; 1,11 | 1,11] 0,93) 0,84 1,3 


* Versuch am fiinften Tage abgebrochen 


Ergebnisse: Crotonaldehyd wirkte stark giftig (Myce!lschwund durch 
Autolyse, daher auch Sterinbildung unterbrochen). Acetaldol verhinderte 
zwar nicht die weitere Mycelentwicklung, verursachte aber keine Steigerung, 
sondern eher eine Hemmung der Sterinbildung. 











Uber die Umwandlung aromatischer und hydroaromatischer 
Verbindungen durch Mikroorganismen. 


II. Mitteilung: 
Notiz tiber die Umwandlung von Chinasiiure und Inosit. 


Von Konrad Bernhauer und Bruno Gorlich. 
(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
Deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1935.) 


Die Bildung von Protocatechusaure aus Chinaséiure durch Ein- 
wirkung von Bakterien wurde des 6fteren beobachtet, und zwar: 
Nach Emmerling und Abderhalden' durch Mikrococeus chinicus in 
einer Ausbeute von 12%, der angewendeten Chinasdure. Nach 
Bejerinck? durch verschiedene Mikroorganismen. Nach Butkewitsch 
und Perwozwansky® durch zwei nicht naher bezeichnete Bakterien. Im 
folgenden wird gezeigt, dap auch Vertreter aus der Gruppe der Essig- 
bakterien zur Bildung von Protocatechusdure aus Chinasdure befahigt sind, 
was fiir die Erweiterung unserer Kenntnisse tiber die oxydativen 
Fahigkeiten der Essigbakterien von prinzipieller Bedeutung erscheint. 

Ferner sind auch verschiedene Pilze und Hefen zur Bildung von 
Protocatechuséure aus Chinasiure befahigt, und zwar: Nach Butke- 
witsch * Aspergillus niger, Asp. oryeae, Citromyces glaber, Pen. glaucum. 
Nach Perwozwansky® Saccharomyces Hansen, Torulaarten; ferner 
wahrscheinlich auch Dematium pullulans, Fusarium aquaeductum. 
Nach Bernhauer und Waelsch® erwiesen sich von 28 Aspergillus niger- 
Stémmen allerdings nur drei zur Bildung von Protocatechuséure be- 
fahigt. — In der vorliegenden Mitteilung wird iiber die Bildung von Proto- 
catechusdure durch Bact. gluconicum und Pen. griseofulvum berichtet. 

In weiteren Versuchen wurde auch die Einwirkung des Bact. 
gluconicum sowie des Pen. griseofulvum auf Inosit untersucht; dabei 
konnte jedoch niemals die Bildung einer aromatischen Substanz beob- 
achtet werden, sondern es fand Spaltung des Molekils unter Bildung von 
Essigsaure statt; auch die Bildung von Milchsaure wurde wahrscheinlich 
gemacht. Wie friiher gezeigt wurde®, bildet Aspergillus niger aus Inosit 
Oxalséure, ohne aromatische Substanzen zu erzeugen. 


Experimentelles. 
Einwirkung von Bact. gluconicum auf Chinasdure. 
a) Acht Erlenmeyer-Kolben (von 300 ecem Inhalt) mit je 50 cem einer 
Lésung von 2%, Chinaséure, 0,2% NH,H,PO,, 0.1% KH,PO,, 0,025 % 
1 Centralbl. f. Bakt. II, 10, 337, 1903. — 2 Folia mikrobiol. 1, 13, 1912. 
3 Diese Zeitschr. 159, 408, 1925. — 4 Ebenda 145, 442, 1924. — * Centralbl. 
f. Bakt. II, 81, 372, 1930. — ® Diese Zeitschr. 249, 223, 1932. 
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MgSO, und 20°, Hefewasser!; pro Versuch ' g CaCO,; in tiblicher Weise 
vorbereitet. Temperatur 26 bis 28°. Nach 3 Wochen waren in vier Versuchen 
lie Lésungen dunkel gefarbt, die Bakterien schwarz?. Ejisenchlorid gab 
ntensive Griinfarbung. Die vereinigten Fliissigkeiten mit Schwefelsiure 
angesiuert, das ganze filtriert und mit Ather extrahiert: 0,2 ¢ Proto- 
catechusaéure, nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser unter Zusatz 
von Tierkohle Schmp. 199 bis 200°, in Mischung mit authentischem Pra- 
parat® unverandert. Die nach der Extraktion eingeengte wasserige Losung 
gab positive Baeyersche Reaktion. doch wurde nichts FaSbares erhalten. 

b) Analog, aber ohne CaCQO,. Nach 30 Tagen Bakterien noch sehr 
s<chwach entwickelt, Eisenchloridreaktion usw. auch nach dem Einengen 
der Lésung negativ. 


Versuche mit Bact. xylinoides. 


Analog durchgefiihrt wie zuvor in Gegenwart von CaCO... Wachstum 
schwach, keine Hautbildung; Protocatechusiure konnte nach 3 Wochen 
nachgewiesen werden. 


Einwirkung von Bact. gluconicum auf Inosit. 


Je 20cem Nahrldsung (2°, Inosit in Hefeextrakt: 5 Teile Hefe auf 
100 Teile Wasser), mit und ohne CaCO,; bei 26 bis 28° 30 Tage. Uberall 
schwaches Wachstum. Saurebildung recht gering. Bildung einer Spur 
Oxalsaiure, etwas Essigsaure; in den CaCO,-Versuchen konnte auch etwas 
Milchséiure nachgewiesen werden (Uberfiihrung in Acetaldehyd). Eisen- 
chloridreaktion und sonstige Proben negativ 


Einwirkung von Pen. griseofuleum auf Chinasdure. 

Fiinf Erlenmeyer-Kolben mit je 50cem Nahrlésung (2°, Chinasaure, 
0,2 % NaN Og, 0,1 % KH,PO,, 0,05 % KCI, 0,05 % MzgSO,, 0,001 % ZnSQ,); 
pro Versuch 0,5 g CaCO,. 5 Wochen bei 26 bis 28°. Pilzdecken waren gut 
entwickelt (schuppenartig, Oberseite braunlich, mit griinen Sporen, Unter- 
seite braunrot); Pilzdecken enthielten Ca-Oxalat (Freilegung mit Schwefel- 
siure, Extraktion mit Ather, Identifizierung durch Schmp. und Mischprobe, 
0,15 g¢). Lésung gab starke Eisenchloridreaktion. Nach Zusatz von Schwefel- 
saure ausgedithert, nach dem Umbkristallisieren 0,1 g Protocatechusaure 
vom Schmp. 200° erhalten. Bei Versuchen ohne CaCO, fand kein Wachs- 
tum statt. 


Einwirkung von Pen. griseofulvum auf Inosit. 


Nahrlésung wie zuvor, mit 2°, Inosit und '4 ¢ CaCO, pro Versuch. 
Nach 5 Wochen geschlossene Pilzdecken mit griinen Sporen. Lésung nach 
dem Ansanern ausgeaithert: Nachweis von Essigséure und einer Spur Oxal- 


saure. Ohne CaCO, keine Pilzentwicklung. 


1 Hergestellt durch Kochen von 5 Teilen Hefe mit 100 Teilen Wasser; 


jeder Versuch enthielt daher den Kochsaft von 0,5 g Hefe (1°). — 
2 Bei zwei Versuchen zeigten die Bakterien normales Aussehen, die Eisen- 
chloridreaktion war nur schwach, die Atherextraktion gab nur eine Spur 
Protocatechusiure. In zwei weiteren Versuchen hatte kein Wachstum 
stattgefunden. — * Dargestellt nach Graebe u. Kraft, B. 39, 802, 1906. 








Zur Blutjodfrage. 
Von 

A. Sturm, K. Plétner und K. Maass. 
(Aus der Medizinischen Universitétsklinik und dem Chemischen 

Laboratorium der Universitat Jena.) 

(Eingegangen am 12, Juli 1935.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 

Vor 10 Jahren haben Veil und Sturm (1) die Ergebnisse ihrer umfang 


reichen Blutjodstudien an normalen und kranken Menschen bekannt- 
gegeben. Es wurden diese Ergebnisse durch zahlreiche Nachunter- 


suchungen in fast allen wissenschaftlich interessierten Staaten der Welt 
in den Jahren 1926 bis 1932 vollinhaltlich bestatigt. Hierbei bildete 
groBenteils die Fellenbergsche (2) Mikrojodbestimmungsmethode die 


wesentliche Grundlage des analytischen Forschens. DaB trotzdem viele 
Jodanalytiker eigene methodische Wege gingen und immer von neuem das 
Fellenbergsche Verfahren zu modifizieren suchten, bewies die Schwierig- 
keiten in der Handhabung der Fellenbergschen Methode und zugleich 
das aus einem Gefiihl des methodischen Unbefriedigtseins geborene 
Bedirfnis nach Verbesserung der Mikrojodanalyse. Wenn auch da und 
dort Bedenken gegen diese und jene methodische Angabe mancher Jod- 
forscher geéuBert wurden, so gipfelte schlieBlich doch das Ergebnis aller 
Jodstudien in den Feststellungen: das nach speziellen und individuellen 
tezepten geiibte Verfahren liefert brauchbare, d. h. gut reproduzierbare 
Analysenwerte, gleichgiltig, ob der Analysenansatz von verschiedenen 
Substanzmengen mit oder ohne kiinstlichen Jodzusatz (der nahezu 
quantitativ wiedergefunden wird) ausgeht. Ubereinstimmung herrschte 
ferner in der Ansicht, daB das normale Blutjodniveau die Grenze von 
15 y-% im allgemeinen nicht tibersteigt — manche Autoren erachteten 
einen betrachtlich niedrigeren Jodgehalt fiir physiologisch und daf 
Blutjodverinderungen in urséchlicher Beziehung zum _ Schilddriisen- 
funktionszustand stehen. 

1932 wurden von .W6ébius (3) und (davon unabhiangig) von Widmann (4) 
die ersten Zweifel iiber die Héhe des normalen Blutjodspiegels geéiuBert. 
Wiahrend vor der Bekanntgabe der Veil- und Sturmschen Blutjodstudien 
die Tatsache eines regelmaBigen Vorkommens von Jod im Blut von Blum (5) 
energisch bestritten wurde es sollten sich im Blute lediglich bisweilen 
zufallige Jodspuren nachweisen lassen —, wurde nunmehr durch Mébius 
und Widmann ein Blutjodwert von 30 y-°, und héher als Norm gefordert. 
Die genannten Autoren machten der Fellenbergschen Methode und den 
dieser nahestehenden Jodbestimmungsverfahren den Vorwurf eines be- 
trachtlichen und unkontrollierbaren Jodverlustes, der bei der offenen 
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bzw. halboffenen Veraschung eintreten sollte; da die mit den Fellenberg schen 


Methoden gewonnenen Blutjodergebnisse auch mit Jodbestimmungs- 
I 


verfahren von vollig anderem Arbeitsgang [z. B. nach Kendall (6) oder 
nach Mac Clendon (7)|, also mit Methoden, die die gefahrliche Veraschung 
n der offenen Schale vermeiden, zu erzielen waren, lieBen die genannten 
Autoren bei threr Kritik unberiicksichtigt. Seit 1932 sind inzwischen wieder- 
im zahlreiche Ver6ffentlichungen iiber Blutjod erschienen, die, teils auf 
dem Fellenbergschen Verfahren fuBend, teils grundlegend neue methodische 
Wege beschreitend, unbeirrt an dem alten Blutjodwert festhielten. Aus der 
Fille dieser Arbeiten seien nur die von Davis und Curtis (8) (Columbus, 
U.S. A.), sowie die von Lezpert (9) (Wien) erwahnt. Da aber gerade in 
jiingster Zeit /6bius (3) auf Grund seiner Blutjodbestimmungen nach dem 
Pieiffer-Verfahren (10) den hohen Jodwert von 30 7-5 als physiologischen 
Normalwert mit Nachdruck erneut betont, hielten wir uns fiir verpflichtet, 
die Frage nach dem normalen Jodspiegel, die uns seit 1925 als abgeschlossen 
erschien, nochmals einer genauen Priifung zu unterziehen. Wir beschritten 
hierfiir folgende Wege: 

A. Sturm (1) regte auf der II. Internationalen Kropfkonterenz Bern 1933 
die gemeinsame Analysierung einer von Jena aus zum Versand kommenden 
Blutjodprobe durch die namhaftesten europdischen Jodforscher an. Dieser 
Anregung leisteten die Herren Closs, Oslo, v. Fellenberg, Bern, Licker, 
Hamburg, Maass, Jena, Pfeiffer, Bonn, Scheffer, Pees, Schwaibold, Miinchen, 
Sturm, Jena, Szasc, Altschmeks, Widmann, Freiburg Folge, indem sie 
sich im Herbst 1933 an einer Internationalen Jodanalyse  beteiligten. 
Die genaue Auswertung der zum Teil vonemander abweichenden, zum 
Teil aber auch wieder sehr gut iibereinstimmenden Analysenergebnisse 
und damit die Fruchtbarmachung der Internationalen Jodanalyse fiir 
die Fortentwicklung und Klarung jodmethodischer Fragen steht leider 
noch aus. Die hierzu unentbehrlich erscheinende (eventuell sogar noch 
mehrfache) Wiederholung der Internationalen Gemeinschaftsanalyse (mit 
ganz bestimmten methodischen Zielsetzungen) findet augenblicklich 
nicht mehr die iiberwiegende Zustimmung der vorgenannten Forscher; 
wir méchten aber damit nicht die Hoffnung aufgeben, daB der an sich 
aussichtsreich erscheinende Weg, zu einer Normierung der verschiedenen 
Mikrojodmethoden und zu einer internationalen Anerkennung des normalen 
Blutjodspiegels zu gelangen, doch noch im Laufe des nachsten Jahres zum 
Ziele fiihrt. Da aber einerseits vorlaufig eine sichere zeitliche Begrenzung 
fiir einen fruchtbaren AbschluB dieser internationalen Gemeinschaftsarbeit 
nicht erfolgen kann, andererseits eine Stellungnahme zu der M/6biusschen 
und Widmannschen These eines hohen normalen Blutjods unaufschiebbar 
schien, entschlossen wir uns, die Ergebnisse unserer mikrojodanalytischen 
Studien der letzten zwei Jahre im folgenden bekanntzugeben. 

Vergleichende Untersuchungen des Jodgehalts derselben Blut- 
proben nach dem alten, von A. Sturm modifizierten Fellenbergschen 
Verfahren, nach der neuen, halbgeschlossenen Fellenbergschen Ver- 
aschungsmethode und nach dem Schwaiboldschen (11) Verfahren die 
Analysen nach den beiden letztgenannten Methoden wurden vollig un- 
abhangig vom Laboratorium der Medizinischen Klinik im Chemischen 
Laboratorium de: Universitat Jena von Dr. phil. .Waass, zum Teil auch 
von Dr. phil. Petsch ausgefiihrt — ergaben im wesentlichen sehr gute Uber- 
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einstimmung ; das normale Blutjodniveau tiberragte niemals die 15 y-° 
Grenze. Jodzusatze in Form von Natriumjodid oder Thyroxin wurder 
mit ausreichender Genauigkeit, d. h. innerhalb einer Fehlergrenze von 
10°,, wiedergefunden. Das Schwaiboldsche Verfahren erwies sich fii 
Blutanalysen insofern nicht sehr geeignet, als die fiir die komplikations 
lose Durchfiihrung des Analysengangs empfehlenswerte Blutmenge nur 
5 cem betragen darf, also eine Menge, die bei dem an sich kleinen Jod- 
wert des Blutes zur sicheren Erfassung des prozentualen Jodgehalts un 
gentgend ist. Bei 10 cem Blut entstehen sehr leicht Teere, die gesondert 
verbrannt werden miissen, was mit einem héheren Zeitaufwand und einer 
Minderung der Genauigkeit der Bestimmung verkniipft ist; auch di: 
teinigung der Apparatur ist umstandlich. 

Besonders bemihte sich Dr. phil. A. .Waass um die Klarung der von 
Widmann zur Debatte gestellten methodischen Fragen. 


Widmann, der sich bei seinen Blutjoduntersuchungen der Schwaibold 
schen Methode bediente, betrachtete die Abfangvorrichtungen fiir die das 
Verbrennungsrohr passierenden weiBen Dampfe durch zwei mit verdiinnter 
Pottaschel6sung beschickte Waschflaschen als ungeniigend und forderte 
noch eine dritte, mit reinem Schwefelkohlenstoff gefiillte Waschflasche. 
Diese erst sei in der Lage, das Jod, das ,,beim Veraschen in fliichtige o1 
ganische Verbindungen iibergeht und als solehe die Kaliumcarbonatflasche 
passieren kann", quantitativ zuriickzuhalten. Zur Einzelbestimmung 
wurden jeweils 5cem Blut verwendet. (DaB von vornherein Bedenken 
gegen die Analysierung einer derartig kleinen Blutmenge bestehen, haben 
wir schon oben erwahnt.) 

Die Nachpriifung der methodischen Angaben Widmanns ergab: 

1. Das Hindurehgehen der bei der Veraschung organischer Substanzen 
entstehenden weiBen Dampfe durch zwei mit verdiinnter Pottaschelésung 
gefiillte Waschflaschen kann durch entsprechende Regulierung des Luft- 
stroms bei Verwendung von sogenannten Kaliapparaten und Schottschen 
Glasfilterwaschflaschen mit Sicherheit vermieden werden. 

2. Auch der ,,reine’* Schwefelkohlenstoff bedarf zur Verwendung in 
dér Mikrojodanalyse ganz besonderer Vorbereitungen: er mu zunachst 
von Mercaptanverunreinigungen, die stets dem Schwefelkohlenstoff an- 
haften, nach Stock durch Schiitteln tiber Quecksilber befreit werden. Un 
mittelbar vor Verwendung als Fiillmaterial der Waschflasche ist eine zwei 
malige Destillation iiber Pottasche notwendig. In der Waschflasche selbst 
mu er, um Luftverunreinigungen des begierig Jod aufnehmenden Schwefel 
kohlenstoffs zu vermeiden, mit 20 cem verdiinnter Pottaschelésung iiber 
schichtet werden. Die Autfarbeitung der Schwefelkohlenstofffraktion in 
der Waschflasche mu in der Weise erfolgen, daB der Schwefelkohlenstoft 
durch eine Lo6sung von Pottasche hindurch bei Temperaturen von 40 bis 45° 
vorsichtig verdampft wird; zu diesem Zwecke wurde der Schwefelkohlenstoft 
in Portionen von | bis 2cem auf den Boden emes vorgewarmten GefaBes 
gebracht, das die Spiilwasser des Verbrennungsrohres und die wasserige 
Vorlagefliissigkeit enthielt. 

Fehlten diese VorsichtsmaBnahmen (von denen in der Widmannschen 
Arbeit nichts erwahnt ist), so fallen die ,,Blutjodwerte*: (wahrscheinlich 
infolge von Verunreinigung durch kleinste Spuren von Jod und organischet 
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Substanz, die in den Alkoholauszug des weiteren Analysengangs iiber- 
vingen) stets um 100°, und mehr zu hoch aus. 

3. Das Vorhandensein eines vollstandig klaren, wasserigen oder alko- 
holischen Extraktes der beim Abdampfen der Waschwisser zuriick- 
bleibenden Salzkrusten ist durchaus skein Kriterium fiir die Abwesenheit 
invollstandig veraschter organischer Produkte. Diese verraten sich erst 
bei der vorsichtigen Erhitzung der nach Verjagen der Alkoholextrakte in 
einer Platinschale gesammelten Salzkrusten durch leichte Kohlung und durch 
einen unangenehmen organischen Verbrennungsgeruch. 

4. Bei Beachtung der Punkte | und 2 fand sich die Gesamtjodmenge 
der Blutanalyse, gleichgiiltig, ob mit oder ohne kiinstlichen Zusatz von 
Jodid oder Dijodtyrosin oder Thyroxin in +-Dosen, ausschlieBlich in den 
ersten beiden mit Pottasche gefiillten Waschflaschen, niemals in der Schwefel- 
kohlenstoffvorlage, die sich als jodfrei erwies. Gleichzeitige Analysierung 
der gleichen Blutprobe nach dem neuen Fellenberg-Verfahren und nach dem 
unter den genannten VorsichtsmaBnahmen durchgefiihrten Widmann schen 
Verfahren ergaben Werte derselben GroBenordnung. 

Fassen wir das Ergebnis der -Waassschen Untersuchungen zu- 
sammen, so kommen wir zu der Feststellung: die Einwande Widmanns 
vermégen nicht unsere bisherigen Vorstellungen vom Blutjod zu er- 


schiittern. 


Unsere Stellungnahme zu den Wdbiusschen Blutjodwerten muBte 
in erster Linie in einer eingehenden, methodischen Durcharbeitung der 
sogenannten saueren AufschluBverfahren, wie sie Pfeiffer und Lei pert 


bekanntgaben, bestehen. Es kam mit diesen Verfahren ein neues metho- 
disches Prinzip in der Mikrojodanalyse zur Anwendung, das den zweifel- 
los sehr bedeutsamen Vorteil hatte, die zeitraubende, schwierige und 


gefahrenreiche Veraschung in offener Schale oder Verbrennungsrohr zu 
vermeiden. 

Die speziellen Analysengange nach Pfeiffer und Leipert unter- 
scheiden sich in folgenden wichtigen Punkten: 


Nach Pherf fe r wird der gesamte chemische UmwandlungsprozeB vom 
Beginn der Oxydation der organischen Substanz bis zur Abdestillation des 
in molekularer Form oder als Jodwasserstoffsiure auftretenden Jods in 
einer allseitig geschlossenen Apparatur durchgefiihrt. Durch eine mehrmalige 
Zugabe konzentrierter Schwefelsiure zu der Analysensubstanz wird die 
Oxydation der organischen Bestandteile bis zur beginnenden Abschei 
dung von elementarem Kohlenstoff vorangetrieben, dureh Zutropfen 
von 30° igem Wasserstoffsuperoxyd und Erhitzen wird die Verbrennung 
vervollstandigt; die bei der Verbrennung auftretenden fliichtigen Jodformen 
werden mit Hilfe von Luftstrom und Wasserdampf aus der ,,AufschluB- 
schwefelsiure’* ausgetrieben und in alkalischen Vorlagen aufgefangen. 
Die in die Verbrennungsgase iibergehenden, unverbrannten organischen 
Verbindungen werden durch eine .,Zusatzverbrennung’’, d. h. wahrend des 
Durchtritts durch ein mittels elektrischen Mantelofen erhitztes Quarzroht 
mit Platinkontakt zerstért und so am Eintritt in die alkalische Absorptions- 
fliissigkeit der Vorlage verhindert. Die Aufarbeitung der Absorptionsfliissig- 
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keit, die einschlieBlich Waschwasser insgesamt etwa 300 bis 350 cem betragt 


erfolgt bei jodarmen Analysen (also bei Blutjodanalysen) durch vollstandiges 


Kindampfen der Absorptionsfltissigkeit, durch mehrmalige alkoholisch: 
Extraktion des im Salzriickstand vorhandenen Kaliumjodids, durch nact} 


folgendes Abdampfen der vereinigten Alkoholextrakte, durch Endver 


aschung ,,der letzten Spuren organischer Reste, die aus der Verbrennuny 


eingeschleppt sein oder den Reagenzien entstammen kénnen*, in einen 
kleinen offenen Platinschalchen tiber einer Sparflamme, durch Titratio: 
des wiisserigen Auszuges der in der Platinschale verbleibenden reinen Salz 
kruste mittels Thiosulfat unter Verwendung von frisch bereitetem Chlo1 
wasser als Oxydationsmittel. 

Leipert oxydiert im offenen Analysenansatz die organische Substan 
mit Chromschwetelsiure unter Verwendung von Cerisulfat als Katalysato: 
sogleich so vollstandig, daB elementarer Kohlenstoff nicht zur Abscheidung 


kommt und die in der Analysensubstanz enthaltenen Jodverbindungen 


sogleich in nicht fliichtige Jodsiure umgewandelt werden. Nun wird in 
einer geschlossenen Apparatur das Jodat der ,,Aufschlu8chromschwefe! 
siure’* durch Zutropfen von arseniger Séiure zu elementarem Jod reduziert, 
mittels Wasserdampfdestillation in alkalische Vorlagen getrieben; di 
Absorptionsfliissigkeit, die einschlieBlich Waschwasser etwa 50 cem betragt, 
wird je nach der vorgelegten Pottaschemenge entweder direkt oder nach 
Kindampfen zur Trockne und mehrmaliger alkoholischer Extraktion de: 
Titration nach Winkler zugefiihrt. Eine Endveraschung kleinster Spure: 
organischer Substanz in den minimalen Salzriickstanden der abgedampften 
Alkoholextrakte ist nicht mehr notwendig. 


Gegen das Prinzip der Pfeifferschen Methode hatten wir von 
vornherein manche Bedenken: 


1. Der in der Aufschlu8schwefelsiure vor sich gehende chemische 
ProzeB ist uniibersichtlich und gibt, wie ja auch Pfeiffer selbst feststellte, 
die Moéglichkeit zu verschieden gerichteten Reaktionen. So besteht die 
Moéglichkeit zur Bildung nicht fliichtiger Jodsauerstoffverbindungen; eine 
quantitative Bildung von elementarem Jod oder Jodwasserstoff wird nu 
bei genau dosierter Oxydation, d.h. nur bei entsprechend gleichzeitiger 
reduzierender Wirkung des unverbrannten, elementaren Kohlenstoffs und 
der wiahrend der Schwefelsiureoxydation anfallenden schwefligen Sdure 
moglich. Wie wichtig die Gegenwart von gentigend groBen Kohlenstoft 
mengen ist, beweist die Tatsache, daB Pfeiffer in den Fallen, in welchen 
das Analysenmaterial kohlenstoffarm ist, noch kiinstlich ein C-reiches 
Material, wie ausgewaschenes und getrocknetes MuskeleiweiB von bekanntem 
Jodgehalt oder jodfreien Milehzucker zusetzt, um ausreichende Mengen 
reduzierender Substanzen im Analysengang vorratig zu haben. Voraus 
setzung fiir eine einwandfreie Analyse ist also eine recht komplizierte Wechsel 
wirkung zwischen Oxydations- und Reduktionsprozessen. 


2. Die wahrend des Oxydationsprozesses gebildete schweflige Saure 


kann im weiteren Analysengang beim Ubertritt der Schwefligsiuredamptfe 
in die alkalische Absorptionsfliissigkeit sehr st6rend wirken. 


3. Die Menge der Absorptionsfliissigkeit einschlieBlich Waschwiisse1 
ist fiir die Mikrojodanalyse auBerordentlich groB und schafft dadurch die 
Moglichkeit zu Jodverunreinigungen, die bei Gesamtjodmengen der Ana 
lysensubstanz von unter 2 y recht wesentlich als Fehlerquellen ins Gewicht 
fallen kOnnen. 
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4. Die Verbrennung der organischen Substanz ist nie so vollstandig, daB 
nicht noch Spuren organischer Verbindungen in die Absorptionsfliissigkeit 
iibergehen, die dann einer besonderen Endveraschung in den Salzkrusten det 
in einer Platinschale vereinigten und zur Abdampfung kommenden Alkohol 
extrakte bediirfen. Wer sich jahrelang mit Mikrojodanalysen beschaftigt 
hat, weiB aber, daB gerade diese Beseitigung kleinster Mengen organischer 
Substanzen aus dem Salzriickstand der Platinschale (wie dies ja bei allen 
bisherigen Veraschungsverfahren, nach Fellenberg usw., notwendig war) 
eine besonders schwierige und gefahrenreiche Klippe der Jodanalyse be- 
deutet. Der Vorteil der Verwendung der geschlossenen P/feifferschen 
Apparatur wird durch die am Ende des Analysenganges doch noch zur 
Durchfiihrung kommende offene Veraschung zum groBen Teil wieder aut- 
gehoben. DaB beim Pfeifferschen Verfahren sich auBerordentlich leicht kleine 
Kohlepartikelchen, also unverbranntes organisches Material, bis in den 
wasserigen Auszug des letzten in der Platinschale gesammelten Salzriick- 
standes einschleichen, beweist die in der neuesten Fassung des Pfeifferschen 
Verfahrens gegebene Vorschrift der Abfiltration von ,,unléslichen Teilchen 
und Kohlepartikelchen durch ein kleinstes, angefeuchtetes Filter in ein 
K6lbchen.** 

Die theoretische Betrachtung der Leipert-Methode dagegen laBt 
einen bisher in der Mikrojodanalyse nicht erreichten Vorzug erkennen: 
In einer im Vergleich zum alkalischen Veraschungsverfahren sehr 
kurzen Zeit wird in einem chemisch klaren Reaktionsvorgang eine so 
vollstindige Verbrennung der organischen Substanz erreicht, da End- 


veraschungen in offenen Schalen in Wegfall kommen. Auch die quanti- 


tative Erfassung des in der Analysensubstanz vorhandenen Jods er- 
scheint theoretisch gut begriindet. Allerdings erhob Moebius gegen die 
Leipert-Methode den sehr beachtlichen Einwand, dab bei Anwendung 
groBerer Mengen biologischen Materials und ihrer nassen oxydativen 
Verbrennung sich stets unzerstérte organische Restverbindungen 
bilden, die beim AufschluB flichtig werden, Jod binden und infolge des 
offenen Analysenansatzes durch Entweichen in die Luft zu Jodverlusten 
fiihren kénnen; ferner sei es unwahrscheinlich, daB bei der Oxydation 
keine Reduktionsformen der Schwefelsaure auftriten und damit keine 
fliichtigen Zustandsformen des freiwerdenden Jods entstiinden. 

Unsere methodischen Arbeiten iiber saure AufschluBverfahren 
setzten im Hinblick auf die giinstigen Erfolgsaussichten, die das Lezpert- 
Verfahren bot, in erster Linie an der genauen Nachprifung dieses 
Verfahrens und der Giltigkeit der Moebiusschen Bedenken ein. Diesem 
Teil unserer methodischen Studien widmete sich vor allem Dr. med. 
et phil. K. Plotner. 

Die Handhabung der Leipertschen Methode nach den Originalvor- 
schriften der ersten Ver6ffentlichung bot manche Schwierigkeiten: 1. Die 
Acidum chromicum purum pro analysi .Werck erwies sich des Ofteren von 
Jodspuren verunreinigt; die Reinigung, wie sie Leipert spiaiter vorschlug, 
ist zeitraubend und stért empfindlich den ungehemmten Arbeitsgang 
von Serienanalysen. 2. Es wurden Fehlanalysen in der ersten Arbeits 
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periode nach Leipert vor allem dadurch erzielt, daB bei der Wasserdam): 
destillation kleine Chromsauremengen in die Vorlagen hiniibergerisse: 
wurden, die dann die Ergebnisse der Jodtitration durch zu hohe Wert: 
falschten. Der Vorschlag von Letpert, durch Zusatz von 1 cem Schwet: 

wasserstoffwasser zur Absorptionsfltissigkeit die Chromylverunreiniguny 
reduktiv zu beseitigen, bewahrte sich uns nicht, da dadurch die in die Ana 
lysenfliissigkeit gelangenden kleinen Schwefelmengen im weiteren Arbeits 
gang nicht mehr quantitativ entfernt werden konnen, und so die Jodtitration 
stérend beeinflussen. Die in der Chromsaureverunreinigung der Absorptions 
fliissigkeit liegende Fehlerquelle der Leipert-Methode kann aber, wie wi 
bald erkannten, durch folgende kleine Anderung der Apparatur beseitigt 
werden: der mit dem VerbrennungsgefaB 1 in Verbindung stehende, das 
WasserdampftzufluBrohr 2 umgebence 
Glasansatz 3 mu einen gréferen Durch 
messer als dies in der Originalapparatu 
vorgesehen ist (namlich von 2,5 em 
lichter Weite) besitzen; vor allem mut} 
der Anfangsteil des Verbindungsstiickes 4 
zum Kiihlrohr 5 weiter gewahlit und durch 
zwei Tropfenfanger 6, 7 unterbrochen 
werden; auf diese Weise wird das Uber 















gehen von Chromsaureverbindungen zum 
Kiihler selbst und damit zur Fliissig 
keit in der Vorlage unmédglich 
] (siehe Abb. 1). 


5 Ferner ist empfehlenswert, 
die in der Leipertschen Original 
apparatur vorgesehenen, ver 
haltnismaBig langen Gummi 
schlauchverbindungen auf ein 
Minimum zu beschranken und, 
soweit irgend médglich, starre 
Glasschliffverbindungen zu wah 
len. Fiir die gleichmaBige 
Vakuumdestillation mit Wasser 
dampf bewahrte sich uns sehr 





Wasserstrah/pumpe 

















Abb. 1. Abb. 2. 


die Verwendung eines Quecksilbervakuumreglers, der eine fortlaufende Uber 
wachung der Apparatur wahrend der Destillation unnétig macht: die 
Saugwirkung einer Wasserstrahlpumpe iibertrigt sich mittels T-Rohr 
nicht nur auf den Luftraum des zweiten VorlagegefaBes der Leipert 
Apparatur 1, sondern auch auf den Luftraum einer zur Halfte mit 
Quecksilber gefiillten zylindrischen Flasche 2; in das Quecksilber taucht 
eine beiderseits offene Glasréhre 3 ein. Die Eintauchtiefe reguliert je 
nach der Hohe der Quecksilbersiule h den Durchschlagsdruck oder 
Sog des Vakuumreglers. Treten im Laufe der Destillation Verdande 
rungen in der Saugwirkung der Wasserstrahlpumpe ein — zu Beginn 
der Destillation ist die Saugwirkung meist zu stark, gegen Ende der 
Destillation meist zu schwach —, so werden diese unerwiinschten Druck- 
schwankungen in der Apparatur durch den Vakuumregler ausgeglichen. Glas- 
rohr 4 bringt bei Offnen des Hahnes 5 in den Luftraum der Flasche 2 Atmo- 
sphirendruck und hebt damit bei Bedarf die Saugwirkung der noch im 
Gang befindlichen Wasserstrahlpumpe auf (siehe Abb. 2). 
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Mit diesen kleinen Modifikationen! des Leipert-Verfahrens erzielten 
wir sehr bald ausgezeichnete Analysenresultate. Wie Leipert selbst, so 
fanden auch wir mit seiner Methode Blutjodwerte der alten GréBen- 
ordnung. 

Der fiir die Blutjodbestummung empfehlenswerte Analysenansatz 
lautet: 10 bzw. 20 cem Blut + 1 Messerspitze Cerisulfat 15 baw. 20 cem 
yesattigte Chromsaurelésung; 100) bzw. 150 cem konzentrierte H,SO, 
in kleinen Portionen unter bestandigem Umschwenken des Veraschungs- 
kolbens langsam zugieBen, unter Vermeidung von starkerem Aufschaumen; 
Erhitzung auf Babo-Trichter tiber Bunsen-Brenner bis rein griin gefarbte 
Losung (ohne Ausfall von irgendwelchen Salzen) entstanden ist. Dauer 
der Veraschung etwa 30 Minuten. Wasserdampfdestillation in der ge- 
schlossenen Apparatur, deren zwei Vorlagen mit je 10 ccm Aqua dest. 

1 Tropfen schweflige Saure 2 Tropfen 20° ,ige NaOH oder KOH 
beschickt sind (fiir die kleinen Blutjodwerte geniigt dieser Alkalizusatz 
zur Absorptionstliissigkeit vollauf); Reduktion durch langsames Zutropten 
von 25 cem arseniger Saure, bis das Umschlagen von Gelbgriin nach Blau- 
griin erreicht ist (der Umschlagspunkt ist allerdings erst nach einiger Ubung 
gut erkennbar); Fortsetzung der Wasserdampfdestillation, bis die Fliissigkeit 
in der ersten Vorlage sich etwa verdoppelt hat; Absorptionsfliissigkeit 


beider Vorlagen einschlieBlich Waschwasser in Abdampfschalen noch 
besser geeignet hierzu sind 100-cem-Jenaer Kantkolben auf 15 eem 


einengen, mit n/2H,SO, gegen Methylorange neutralisieren; Oxydation 
des Jodids der Analysenlosung durch Zusatz von 3 Tropfen frischen Brom- 
wassers? oder Chlorwassers, vorsichtiges Abdampfen des freien Broms 
oder Chlors und Einengen der Fliissigkeit auf 5 cem (ohne Verwendung von 
Siedesteinchen oder Siedestabchen), rasche Abkiihlung auf 7 bis 8° C, 
Zusatz von einem Kristallchen KJ bzw. 1 Tropfen einer 10° igen KJ- 
Lésung und | Tropfen einer | °,igen frischbereiteten und gekiihlten Starke- 
lésung, sofortige Titration durch n/250 bzw. n 500 Natriumthiosulfatlosung 
auf farblos; Nachblaiuen nach 1 Minute wird nicht weiter beriicksichtigt. 


Wenn auch die Tatsache, daB Kontrollanalysen mit verschiedenen 
Ausgangsmengen gut iibereinstimmende Prozentualwerte zeigten, daB 
Zusitze von Jodid oder Thyroxin quantitativ wiedergefunden wurden, die 
Richtigkeit der Methode hinreichend bewies, so mubte es doch noch sehr 
wiinschenswert erscheinen, die von .Woebius vorgebrachten Einwande zu 


' Die von uns modifizierte Leipertsche Apparatur ist beziehbar durch 
die Schottschen Glaswerke, Jena. * Die Einwainde gegen das Oxy- 
dationsverfahren mit Bromwasser sind nach unseren Erfahrungen dann 
nicht stichhaltig, wenn die Analysenfliissigkeit wirklich absolut frei von 
organischer Substanz oder unléslichen Partikelchen ist. Trifft dies nicht 
zu, so ist allerdings die Verwendung von Bromwasser unbedingt zu ver 
meiden, da sich Brom an den Verunreinigungen der Analysenfliissigkeit 
auBerordentlich leicht festsetzt, durch Abdampfen daraus nicht mehr voll 
standig entfernt werden kann und das weitere Titrationsverfahren empftind 
lich stért. Aus diesem Grunde unterlassen wir auch den Zusatz von 
Siedesteinchen irgendwelcher Art; selbst glattwandige Platintetraeder oder 
Spuren von Talkum bedingen bereits bei der Bromwasseroxydation ernste 
Fehlerquellen. 
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entkraften. Es kam also darauf an, nachzuweisen, daB bei dem offene 
Analysenansatz, d.h. wahrend der nassen Oxydation mittels Chrom 
schwefelsaure bei Gegenwart von Cerisulfat kein Jod flichtig wird. Wi 
erbrachten den Nachweis auf folgende Art: 


In einem VerbrennungsgefaB nach Pfeiffer wurde Blut, dem eine Messer 
spitze Cerisulfat zugesetzt war, durch vorsichtiges Zutropfen von Chromsaurs 
und daran anschlieBend von konz. Schwefelsaure (in Mengen, die de 
Leipertschen Vorschriften entsprachen) unter bestandigem Umschwenker 
des allseits geschlossenen Rundkolbens verascht. Die bei der Verbrennun, 
auftretenden Dampfe wurden durch ein erhitztes Quarzrohr tiber Platin 
kontakt geleitet, somit der bei der Pfeifferschen Originalapparatur vor 
gesehenen ,,Zusatzverbrennung’’ ausgesetzt, dann durch alkalische A} 
sorptionsfliissigkeit in drei Vorlagen aufgefangen. War bei der Veraschung 
nach Leipert Jod in irgendwelcher Form fliichtig gegangen, so muBte dieses 
nunmehr in der Absorptionsfliissigkeit als anorganisches Jod auffindba: 
sein. Zur weiteren Aufarbeitung der Absorptionsfliissigkeit der Vorlagen 
wurde diese etwa auf 10 cem eingeengt, dann wegen der Beimengung voi 


Serienanalyse derselben Blutprobe eines normalen Menschen 
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kleinen Spuren noch unverbrannter organischer Substanzen und von Chrom- 
verbindungen, die sich durch Gelbfarbung der Fliissigkeit verrieten, nach 
der Original-Leipert-Methode nochmals verascht; Jodverluste konnten 
hierbei mit Sicherheit ausgeschlossen werden, da nur noch Spuren von organi 
schem Material vorhanden sein konnten und damit wie ja auch von 
Mébius-Pfeiffer bei diesen Mengenverhiltnissen nicht bezweifelt wird 

eine Gefahr fiir eine quantitative Oxydation des eventuell vorhandenen 
anorganischen Jods zu Jodat nicht mehr bestand. Die Ergebnisse derartiget 
Untersuchungen seien an vorstehendem Beispiel demonstriert (s. Tabelle) 


Aus der Tabelle geht eindeutig hervor, daB Jodverluste durch den 
offenen Analysenansatz nach Leipert bei den Jodmengen, die Menschen- 
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blut physiologischerweise besitzt, nicht eintreten, daB also der von 
Leipert theoretisch geforderte Reaktionsmechanismus auch praktisch 
realisierbar ist. 

Unsere Erfahrungen mit der Original-Pfeifferschen Methode 
stiitzen sich auf etwa 20 Analysen, entbehren also des Hinweises auf 
eine besondere, durch lange Ubung erzielte Routine. Wir méchten daher 
zunachst in letzterem Umstande den Grund dafiir erblicken, daB die 
Analysenergebnisse recht wechselnd und daher unbefriedigend ausfielen. 
Immerhin erscheint es uns sehr bemerkenswert, daB die Mehrzahl der 
Analysen in derselben GréBenordnung des Blutjods lag, wie nach dem 
alten Fellenberg-Verfahren ; nur einige Analysen zeichneten sich plétzlich 
durch zwei- bis vierfache héhere Jodwerte aus. Da in Kontrollen diese 
ganz ungewohnlich hohen Jodwerte nicht reproduzierbar waren, be- 
trachteten wir sie als Fehlanalysen. Ein Blick in die Literatur iiber 
Jodarbeiten, die aus Blutjodanalysen nach der Pfeiffer-Methode ge- 
wonnen wurden, lehrt, daB nur Moebius von gleichmaBig hohen Analysen- 
ergebnissen berichtet, wahrend Stern (12) nach derselhen Methode bei 
eingehender Vertiefung in die Blutjodfrage als Normalwert nur 8,4 bis 
12,6 y-% in den Monaten Dezember bis Marz, 9,5 bis 14,7 y-°, in den 
Monaten Mai bis August angibt, und sich damit in sehr guter Uberein- 
stimmung mit den Veil- und Sturmschen Werten befindet. Auch 
Schwatbold konnte keine wesentlichen Unterschiede bei vergleichenden 
Jodbestimmungen derselben Substanz nach Fellenberg, nach Pfeiffer 
und Schwaibold feststellen. Liicker (13), der sich ausschlieBlich der 
Pfeifferschen Methode bediente, schlieBt sich zwar in bezug auf das 
Blutjod den hohen .Wobiusschen Werten an, betont aber nachdriicklich, 
daB ,,nicht in allen Analysen gleich gute Ergebnisse erzielt werden 
konnten.‘** Diese Literaturangaben stiitzen demnach durchaus unsere 
persOnlichen Erfahrungen. Wir hatten daher keine Veranlassung, das 
sich uns bewahrende Leipert-Verfahren zugunsten des zweifellos mit 
besonderen Schwierigkeiten behafteten Pfetfferschen Verfahrens zu 
verlassen. Noch weniger kénnen wir uns dazu verstehen, auf Grund 
einiger unerklarlich hoher Jodwerte, wie sie bei Blutanalysen nach der 
Pfeifferschen Methode von manchen (durchaus nicht von _ allen) 
Forschern, bisweilen auch von uns selbst erzielt werden konnten, die 
aus tausendfachen Blutjodbestimmungen nach den_ verschiedensten 
Methoden (alkalische offene Veraschung, alkalische Veraschung im 
Verbrennungsrohr mit oder ohne Sauerstoffstrom, alkalischer Schmelz- 
aufschluB, Chrom-Schwefelsdureaufschlu8 usw.) von Forschern aus den 
verschiedensten Landern der Welt erarbeiteten Vorstellungen tiber den 
normalen Blutjodspiegel so grundlegend umzustoBen, daB sie mit dem 
Pradikat ,,falsch, da um das zwei- bis dreifache zu niedrig‘‘ ad acta 
gelegt werden miBten. Es widersprache dies jeder um Objektivitat 
bemihten Kritik ernster wissenschaftlicher Arbeiten. 
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War sohin fiir uns der Streit um das normale Blutjod im Sinne des 
Festhaltens an unseren bisherigen Anschauungen! entschieden, 
méchten wir nunmehr, angeregt durch die wissenschaftliche Korn 
spondenz der letzten Jahre, zum AbschluB unserer kritischen Be- 
trachtungen tiber die Blutjodfrage noch den Begriff des Blutjods selbst 
und die klinische Ausdeutung des aus der Blutanalyse erzielten Jod- 
wertes naher beleuchten. Wir stiitzen uns dabei auf die Erfahrungen 
die A. Sturm seit den ersten Veréffentlichungen iiber Blutjod 1925, also 
in zehnjahriger klinischer Arbeit sammeln konnte. Es scheinen uns 
folgende stoffwechsel-physiologische und klinische, sowie auch rein 
laboratoriumstechnische Uberlegungen notwendig: 

Man hat mit Recht den Blutjodspiegel in seiner Abhangigkeits- 
beziehung zum vegetativen Nervensystem in Parallele gesetzt zum 
3lutzucker- oder Kochsalzspiegel, ja Eppinger (14) hat die Uramie det 
Schrumpfnierenkranken einmal mit der Hyperjodamie der Basedowike1 
verglichen, aber alle diese Vergleiche fiihren leicht dazu, daB die wahre 
stoffwechsel-physiologische Bedeutung des Blutjods verkannt wird. Das 
Blutjod ist ja nicht wie der Blutzucker oder das Blutkochsalz oder der 
Rest-N der Ausdruck einer in sich einheitlichen chemischen Kérper- 
klasse, die ein Stoffwechsel produkt, also ein Resultat der physiologischen 
oder pathophysiologischen Funktionen innerer Organe darstellt, sondern 
ist der komplexe Ausdruck von vielfachen, noch recht wenig bekannten 
und voneinander grundverschiedenen Stoffwechselvorgangen, unter 
welchen der wichtigste die innersekxetorische Abgabe eines jodhaltigen 
Hormons aus der Schilddriisentatigkeit zu sein scheint. Daneben 

wn fiir die Gestaltung deg Blutjods die resorptiven, Vorginge aus 
der exogenen Jodzufuhr auf~enteralen, eventuell auch aerogenen und 
perkutanen Wegen, die Joddepotverschiebungen innerhalb der groBen 


K6érperorgane, der Transport jodhaltiger Stoffwechselschlacken aus den 


' Wir haben 1925 die quantitativen Verhaltnisse des Blutjods auf Grund 
der in Miinchen durchgefiihrten Untersuchungen wie folgt geschildert 
In den Spaitsommer- und Herbstmonaten betrug das Blutjod in 80% der 
Falle 12 bis 14 y-°,, in 13% der Falle 14 bis 20 y-°4, in 7% der Falle 10 bis 
12 »-°,**. Dazu nahmen wir damals eine Fehlerbreite der Fellenberg-Methode 
von 15% an. Die in Jena mit den, wie wir oben darlegten, verschiedensten 
Methoden durchgefiihrten Blutjodstudien ergaben im wesentlichen das 
gleiche Bild. Wir halten es fiir méglich, daB bei Vermeidung der offenen 
Veraschung in groBen Analysenreihen der bisherige Durchschnitt des Blut 
jods von 12,8 y-% sich etwas erhéht, da vielleicht der prozentuale Anteil det 
Normalpersonen an der Gruppe 14 bis 20 -° etwas gréBer ist. Auch sei 
nicht in Abrede gestellt, daB vielleicht geringe regionale Verschiedenheiten 
in den prozentualen Verhaltnissen bestehen kénnen, in dem Sinne z. B., dat 
bei den Bewohnern von Meereskiisten mit besonders jodreicher Nahrung 
eine Gesamtniveauerhéhung des Blutjods bis gegen 20 7-°, normal (im Ruhe 
Niichternzustand) nachweisbar wird. (Briefliche Mitteilungen von Jod- 
forschern aus Hamburg und Stettin machen dies wahrscheinlich.) 
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Kérperorganen zu den Statten der Ausscheidung eine Rolle. Da sich der 
gesunde Mensch in einem groben funktionellen Gleichgewicht seiner 
Organe und in wohlbilanziertem Gleichgewicht seiner Stoffwechsel- 
vorgange befindet, sind auch alle Teilkomponenten des komplexen 
Blutjods so normiert, daB daraus ein physiologischer Jodspiegel groBer 
Konstanz resultiert. Entsprechend der komplexen Natur des Blutjods 
ist die St6érungsmoglichkeit ungleich mannigfaltiger als dies bei den in 
gesunden Tagen ebenfalls zur Konstanz regulierten Spiegeln einheitlicher 
chemischer Kérperklassen (wie z. B. von Zucker und Kochsalz) der 
Fall ist. Fiir die klinische Ausdeutung von Blutjodsteigerungen und 
Senkungen miissen unseres Erachtens folgende Gesichtspunkte mab- 
gebend sein: 

Alle Jodforscher (selbst die, welche in jiingster Zeit ein zwei- bis 
dreifach héheres Blutjodniveau zur Basis ihrer Diskussion wahlten) 
stimmen darin iiberein, daB die tiberwiegende Mehrzahl der Basedowiker 
eine betrachtliche Steigerung des Blutjods zeigen, was wohl nur in dem 
Sinne des vermehrten Auftretens eines jodhaltigen Schilddriisensekrets 
im Blut gedeutet werden kann. Da aber hierbei das in seiner Menge 
krankhaft gesteigerte Schilddriisensekret ja nur auf seinem Wege von der 
Produktionsstatte zur Wirkungsstatte [Zwischenhirn (?) oder allge- 
meines Kérpergewebe] erfaBt wird, ist es kein Wunder, wenn nur eine 
sehr bedingte, haufig nicht mehr erkennbare Parallele zwischen der 
Schwere des Krankheitsbildes, Grundumsatz und Blutjod besteht. Die 
starkste Blutjodsteigerung stellten wir bei jugendlichen, véllig un- 
behandelten, kraftigen und prognostisch giinstigen Basedowikern mit 
klassischer Entwicklung der Merseburger Symptomentrias fest. Der 
héchste hierbei von uns beobachtete Jodwert lag bei 70 y-%,. Als 
sicher hyperthyreotisch zu wertende Hyperjodimie betrachten wir 
gemaB unseren obigen methodischen Ausfiihrungen den Blutjodwert von 
liber 20 y-%, sofern dieser Befund durch mehrfache Untersuchungen an 
verschiedenen Tagen im Ruhe-Niichternzustand konstant nachweisbar ist. 
Setzt beim Basedowiker energische Behandlung ein, so kann unter 
Umstanden iiberraschend schnell das Blutjod absinken, eventuell sogar 
schon zu Normalwerten, trotzdem das klinische Bild des Basedows noch 
langere Zeit anhalt; es kann also durch die Behandlung die erhéhte 
Schilddriisensekretion rasch abgebremst werden, wahrend die Stoft- 
wechselwirkung des bereits in vermehrter Menge in den Korper ab- 
gegebenen Sekretes fortdauert, unterstiitzt durch ein Nachwirken 
hormonal ausgeléster, zentral-nervéser Reize, die durch das iiberfiillte 
endokrine Joddepot des Hypophysenvorderlappens (s. unten) ver- 
mutlich lange Zeit unterhalten werden. Bei besonders schweren, kachec- 


tischen und prognostisch ungiinstigen Basedowikern fand sich niemals, 


wie zunachst theoretisch erwartet werden konnte, eine ungewohnlich 
hochgradige Uberschwemmung des Blutes mit jodhaltigen Stoffen, 


ae 
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sondern im Gegenteil ein Gesamtblutjod, das oft nur an der ober 
Grenze der Norm stand. Diese Beobachtung erscheint uns theoretisc) 
und auch klinisch von gréBtem Wert zu sein. Sie kénnte zunachst dis 
Vermutung nahelegen, daB es zwei Formen von Basedowleiden gibt: 
jene, die auf einer reinen H yperth yreose, d. h. auf einer reinen Sekretions. 
vermehrung beruht, und jene, bei der in erster Linie ein krankhaft ver- 
andertes und vielleicht besonders toxisch wirkendes Sekret in Menge: 
welche die Norm nicht wesentlich tibersteigen, zur Abgabe ins Blut 
kommt, bei der also mehr von einer Dysthyreose, denn von einer Hyper- 
thyreose gesprochen werden muB. Die Differentialdiagnose der beiden 
Krankheitsformen, die zu klinisch gleichen oder ahnlichen Symptom 
fiihren, sich aber prognostisch wesentlich voneinander unterscheide: 
ware dann nur auf Grund der Blutjodanalyse méglich 

Wenn auch diese Auslegung der differenten Blutjodbefunde beim 
Morbus Basedow manches fiir sich hat, so erscheint uns doch noch ein 
andere Deutung mdéglich, die, wenn sie sich im Laufe der weitere) 
Forschung als richtig herausstellen sollte, von grundlegender Wichtig- 
keit nicht nur fiir die Blutjodfrage, sondern auch fiir unsere Vor- 
stellungen von den Krankheitsmechanismen beim Morbus Basedow 
ware: Die Untersuchungen A. Sturms (1) an hypophysektomierten 
Hunden machen es wahrscheinlich, daB der Hypophysenvorderlapper 
die Eingangspforte des von der Schilddriise ausgehenden hormonalen 
Jodstroms zum Zwischenhirn ist; denn beim Fehlen des Hypophysen 
vorderlappens, der als wichtiger endokriner Jodspeicher erkannt wurd: 
tritt schlagartig eine Stauungshyperjodamie und Uberlaufhyperjoduri 
so lange ein, bis die Schilddriisentatigkeit mangels der hypophysaren 
thyreotropen Impulse Jangsam versiegt. Wir sehen also aus dem Tier- 
experiment, da es eine Hyperjodimie auch ohne entsprechend: 
Steigerung der Schilddriisentatigkeit dann gibt, wenn die Hypophysen- 
vorderlappenfunktion ausscheidet. Umgekehrt ]aBt sich sehr wohl der 
Zustand denken, daB mit einer iibermaBigen Funktionssteigerung des 
Hypophysenvorderlappens eine tibermapige Jodaufnahmefahigkeit und 
Transportbeschleunigung zu den Stoffwechselzentren des Zwischenhirns 
verkniipft ist, da dadurch sehr rasch das hormonale Schilddriisenjod 
aus dem Blut entfernt wird oder, mit anderen Worten, der Blutjod- 
spiegel absinken mu ;'denn es regelt sich ja das Blutjodniveau nach den 
Gesetzen des Zuflusses von der Schilddriise her und des Abflusses zu 
anderen K6rperorganen hin. Diese Deutung des Absinkens des erhéhten 
Blutjods beim Ubergang des prognostisch giinstigen Basedowikers zum 


prognostisch ungiinstigen birgt den groBen Vorteil in sich, daB eine 
einheitliche Betrachtung des pathophysiologischen Vorgangs beim Morbus 
Basedow méglich ist, namlich nur mehr im Sinne einer fortwirkenden 
Leistungssteigerung der Schilddriise, einmal mit Stauungshyper- 
jodimie dann, wenn der Hypophysenvorderlappen sein Aufnahme- 
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vermégen fiir endokrines Jod nicht in gleichem MaBe gesteigert hat, 
einmal mit mehr oder minder ausgepragter Normojodamie dann, wenn 
der Hypophysenvorderlappen sich weitgehend am KrankheitsprozeB im 
Sinne einer funktionellen Mehrleistung mitbeteiligt, den ungehemmten 
ZufluB des thyreogenen Stoffwechselhormons zu den Stoffwechsel- 
zentren des Zwischenhirns gestattet und damit das gesamte Krankheits- 
bild in sehr ungiinstigem Sinne beeinfluBt. Diese Uberlegungen geben 
ins gleichzeitig die Zielrichtung der weiteren Jodstoffwechselforschung, 
die sich nunmehr vor allem unseres Erachtens um die Analyse der 
thyreogenen und hypophyséren Komponenten der basedowischen 
Jodstoffwechselstérung bemiihen muB. Uber Jodbilanzversuche zur 
Entwirrung der sich tiberlagernden Korrelationen Schilddrise @ Hypo- 
physe werden wir an anderer Stelle gesondert berichten. 

So schwierig die Verhaltnisse bei der Hyperjodimie des Base- 
dowikers liegen, so eindeutig sind die Verhaltnisse beim .Wyaxédem oder 
bei der kongenitalen Athyreose. Mit der Einschrankung oder dem Wegfall 
der Schilddriisensekretion sinkt in allen Fallen das Blutjod dauernd auf 
die auBerordentlich niedrigen Werte von 3 bis 5 y-% ab. 

Die gelegentlich zu beobachtenden, unter Umstanden nicht un- 
betrachtlichen Blutjodsteigerungen bei Menschen, die nicht das klinische 
Bild des Morbus Basedow, auch nicht in rudimentaren Formen zeigen, 
berechtigen unseres Erachtens nicht, von einer versteckten bzw. latenten 
Hyperthyreose zu sprechen. Ahnlich wie nicht jede Hyperglykamie 
einen echten Pankreasdiabetes bedeutet, so ist auch nicht jede Hyperjod- 
amie Symptom einer Schilddriisenerkrankung. In erster Linie sind fur 
derartige Blutjodinderungen (sofern mit Sicherheit exogene Jod- 
quellen ausgeschlossen werden kénnen) Erregungswellen im vegetativen 
Nervensystem maBgebend, wie sie bei Vegetativ-stigmatisierten, aus meist 
unbekannten Griinden oder nach psychischen Erregungen oder nach 
bestimmten das sympathische Nervensystem treffenden Medikationen in 
Erscheinung treten. Dabei ist es durchaus noch unbewiesen, ob das 
erhéhte Blutjod stets auf eine thyreogene Jodausschiittung zuriick- 
gefiihrt werden mu, oder ob es sich nicht um Jodmobilisation aus 
anderen K6érperdepots, eventuell um Bremsung des Jodabflusses zur 
Hypophyse handelt. Die sichere Trennung dieser ,,Reizhyperjodamie* 
von der echten hyperthyreotischen wird erméglicht auf Grund mehrfacher 
Untersuchungen von Blutproben, die an verschiedenen Tagen und zu 
verschiedenen Tageszeiten vom gleichen Patienten gewonnen wurden. 
Hierbei verrat sich die einfache Reizhyperjodamie durch ihre Inkonstanz. 
Bei geniigend langer klinischer und blutjodanalytischer Beobachtung 
kénnen viele der angeblich ,,unerklarlichen Ausnahmefalle im Blutjod“ 
auf normale Falle mit bestimmter vegetativ-nervéser Komplikation 
zuruckgefiihrt werden. Wenn wir wiederum in Betracht ziehen, daB das 
Blutjod nicht Stoffwechselprodukt, sondern in erster Linie spezifisches 
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Driisensekret ist, werden diese Schwankungen je nach der momentanen 
funktionellen Beanspruchung der Abgabe- oder Verwendungsstatte ohne 
weiteres verstandlich. 

Die von uns bereits friiher bekanntgegebenen Veranderungen des 
Blutjods waihrend des Menstrualzyklus oder der Graviditat sind vielfach 
bestatigt und bediirfen keiner weiteren Ausdeutung, sie sind sicherlich 


thyreogener Natur. Die jahreszeitlichen Schwankungen des Blutjocds 


wurden von einigen Nachuntersuchern bestatigt, von anderen dagegen 
nicht beobachtet. Wer sich mit diesen Fragen beschaftigen will, mut} 
entweder ein ganz auBerordentlich grobes Analysenmaterial iibersehen 
oder sich auf systematische monatliche Untersuchungen wahrend eines 
vollen Jahres an der gleichen gesunden Person stiitzen kénnen. Dann 
wird sich auch die Jahreszeitenkurve im Blutjod kundgeben. Dabei 
halten wir es sehr wohl fiir méglich, daB die jahreszeitliche Schwankungs 
breite des Blutjods regionaér recht versehieden ist. So haben wir den 
Eindruck, da die Jahreszeitenkurve in Jena nicht so drastisch in Er- 
scheinung tritt als z. B. wahrend unserer Blutjodstudien in Miinchen, in 
einem das vegetative Nervensystem besonders hochgradig — bean- 
spruchenden Klima. 

Endlich seien uns noch einige laboratoriumstechnische Bemerkungen 
gestattet: 


Nicht selten kommen Fehlurteile tiber die wahre Hohe des Blutjods 
dadurch zustande, daB die Blutentnahme aut den Krankenstationen det 
Kliniken vorgenommen werden von Arzten oder Pflegepersonen, die iiber 
die GréBenordnung des im Blut zu bestimmenden Jods keine Vorstellung 
haben und ihre Blutproben dem Laboratorium ahnlich iibersenden, wie sie 
dies bei Blutentnahme zum Zwecke der Zucker-, Kochsalz-, Harnsiure 
bestimmung usw. gewohnt sind. Sie lassen dabei das ubiquitare Vorkommen 
von Jod, das wichtigstes desinfizierendes Medikament fiir Punktionen aut 
den Krankenstationen ist, auBer acht. Arzte, die Jodanstriche an Patienten 
oder an den Fingern der eigenen Hand vorgenommen haben, sind fiir Tay 
hindurch zu Blutentnahmen fiir die Jodbestimmung ungeeignet. Haufig 
sind auch die Blutauffangglaschen oder Punktionskaniilen, mégen sie auch 
vor Verwendung sterilisiert worden sein, die Quelle der Jodverunreinigungen, 
die ja bereits in 7-Dosen das Ergebnis der Mikrojodanalyse unbrauchba: 
machen. In diesen Punkten wird zweifellos bei Blutjodbestimmungen in 
chirurgischen Kliniken besonders gesiindigt. Auch das Versenden von 
Blutproben tiber groBere Strecken hin zu auswirtigen wissenschaftlichen 
Untersuchungsstellen hat manche Bedenken, da der fiir die richtige Aus 
deutung der Analysenwerte unentbehrliche Konnex zwischen Laboratorium 
und Klinik gelockert wird. Ich glaube, daB gar manche der (uns bisweilen 
brieflich mitgeteilten) ,,Ausfalle in der Blutjodanalyse normaler Menschen‘ 
bei sonst gutem Funktionieren der Mikrojodanalyse durch genaue Beach 
tung vorstehender Darlegungen hiatten. verhiitet werden kénnen. Dabei 
soll nicht in Abrede gestellt werden, da®8 auch uns trotz, wie wir glauben., 
einwandfreier Analysentechnik manche ,,unerklirliche Jodwerte* in den 
Analysenreihen unterlaufen, die wir aber bedenkenlos verwerfen, wenn 
Kontrollbestimmungen von Blutproben, die demselben Patienten in spa 
teren Tagen entnommen wurden, den ,,unerklirlichen Jodwert** nicht melt 
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wiedergeben. Es befindet sich eben jeder Jodanalytiker im bestandigen 
Kampf mit den unbekannten Gefahren der Jodverunreinigung; er wird 
auch bei subtilster Technik bisweilen in diesem Kampfe unterliegen. 


Ziehen wir das Fazit aus derartigen Uberlegungen, so kommen wir 
zu dem SchluB: Das Blutjod bedarf zu seiner Bestimmung nicht nur 
besonderer analytischer Schulung und_ besonderer  laboratoriums- 
technischer MaBnahmen von der Blutentnahme bis zur Endtitration im 
Analysenkélbchen, sondern vor allem auch einer besonderen Kritik 


seinee Deutung. Es liegt dies einmal in der Allgegenwart des Jods in der 
Natur uberhaupt, vor allem aber in der komplexen Natur des Blut- 
jodwertes selbst. Wenn dadurch auch die an sich sehr wiinschenswerte 
allgemeine Durchfiihrung von’ Blutjodanalysen in Kliniken oder Kranken- 
hausern erschwert ist, so wird damit die diagnostische Bedeutung des 
Blutjods fiir den internistischen Kliniker keineswegs gemindert. Denn 
gerade die Variationsbreite der Deutung des Blutjodwertes gibt die 
Moéglichkeit zu besonderer Vertiefung in bisher noch véllig unbekannte 
Stoffwechselvorgange und endokrine Korrelationen. Wer iiber Blutjod 
wissenschaftlich diskutieren will, muB sich zunachst vor allem iiber die 
Kompliziertheit des Problems im klaren sein. 


Zusammenfassung. 

1. Es werden die in jiingster Zeit erhobenen methodischen Ein- 
wande gegen die allgemeine Giiltigkeit des Vedl- und Sturmschen Blut- 
jodwertes in eingehenden methodischen Studien widerlegt. 

2. Es wird die komplexe Natur und die sich daraus ergebende 
klinische Ausdeutung des Blutjodwertes, insbesondere in bezug auf die 
Hyperjodimie, erlautert. 
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Ein groBer Teil der vorliegenden Arbeit wurde mit Unterstiitzung der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft (Notgemeinschaft Deutscher Wissen 
schaft) durchgefiihrt. Es sei auch an dieser Stelle hierfiir unser Dank 


ausgesprochen. 














412 A. Sturm, K. Pl6tner u. K. Maass. 


Nachtrag bei Korrektur. Wahrend der Drucklegung vorstehender Arbx 
wurden uns drei Publikationen bekannt, die wichtige Bestatigungen, bzw 
Erganzungen zu unseren blutjodanalytischen Studien darstellen: 1. Doeriny 
(Freiburg i. Br.) berichtet von vergleichenden Blutjodbestimmungen nach 
dem Fellenbergschen, Schwaibold-Reithschen und Pfeifferschen Verfahren 
und findet, da alle drei Verfahren die gleichen niedrigen Blutjodwerte ergebe 
Die hohen Blutjodwerte nach Pfeiffer werden nach seiner Ansicht in Uberein 
stimmung mit unseren Darlegungen durch Verunreinigung der Analysen 
fliissigkeit mit Spuren oxydierender Substanzen hervorgerufen (Klin 
Wochenschr. 1935, 8. 1255). 2. Paalund Motz (Heidelberg) geben eine elektro 
metrische Jodbestimmung im Blute und Geweben bekannt, die fiir das 
normale Blutjod die alte GréBenordnung von durchschnittlich 11 y-%% ergibt: 
dabei ist es ganz besonders bemerkenswert, daB die Veraschung der organi 
schen Substanz mit dem Schwefelsiéiure-Perhydrol-AufschluBverfahren nach 
Pfeiffer erfolgt und lediglich die tibliche Jodtitration nach Winkler durch 
eine elektrometrische Titration ersetzt wird; so werden die bereits von 
Doering und uns genannten Fehler in der Endtitration vermieden (Klin 
Wochenschr. 1935, 8S. 1291). 3. Es liegt nunmehr das Ergebnis einer meh: 
jahrigen Arbeit des englischen J odkomitees, das sich der eingehenden Priifung 
der mikrojodanalytischen Arbeiten unterzog, vor. Das Komitee, dem di 
namhaftesten englischen Jodchemiker und Jodstoffwechselforscher an 
gehérten (Sir John Orr, F. W. Arnaud, A.G. Francis, C. R. Harrington, 
W.H. Hurtley, F.C. Kelly), empfiehlt als Standardmethode eine Modi 
fikation des Fellenbergschen Verfahrens und lehnt das Pfeiffersche Ver- 
fahren mit dem Hinweis auf die komplizierten Oxydationsvorgiinge und aut 
die benétigten groBen Reagensmengen ab (Medical Research Council, The 
determination of iodine in biological substances, C.O. Harvey, London, 
H.M. Stationery Office 1935). St. 10. IX. 19365. 
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Uber Symplexe aus Lecithin und Polysaccharid. 
Von 
St. J. v. Przytecki und R. Majmin. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1935.) 


Sowohl aus den Versuchen von Bungenberg de Jong und seinen 
Mitarbeitern! als auch aus unseren Ergebnissen iiber die Verstarkung 
der Adsorbierbarkeit von Polysacchariden an Olivenél durch 
Lecithinzugabe? ist zu ersehen, daB zwischen Polysacchariden und 
Lecithin Affinitaten existieren. 

Wir wollen im folgenden versuchen, die Zusammensetzung und 
die Méglichkeiten solcher Symplexe zu analysieren. Besonders 
wollten wir die Frage, ob auch phosphorfreie Polysaccharide z. B. das 
Dextrin Symplexe mit Lecithin bilden kénnen, beantworten. 

Als Systeme wurden Lecithin Merck in NaOH gelést, Starke, Glykogen, 
Amylose oder Dextrin angewandt. Das Lecithin + Polysaccharid + H,O 
oder zweifach konzentrierte Ringerlésung wurden auf ein bestimmtes px 
gebracht, wobei ein Niederschlag ausfiel. Dieser wurde drei- bis viermal 
mit einer salzsauren Lésung desselben pH ausgewaschen, im Vakuum- 
thermostaten bei 40° getrocknet und analysiert. Das Pclysaccharid wurde 
nach Pfliiger, der N nach Parnas-Wagner und das Lecithin nach Kumagawa- 
Suto bestimmt. 

a) Lecithin-Starke. Die durch uns bereiteten Lésungen von 
Lecithin oder Starke allein geben bei einem bestimmten py keine 
Ausfallungen. Zusammengemischt erhielten wir leicht Niederschlage. 
Die ersten Versuche haben uns eindeutig gezeigt, da eine Abhangig- 
keit zwischen der Konzentration des Lecithins in der Lésung und der 
Zusammensetzung des Niederschlags besteht. Von einer bestimmten 
Konzentration an ist die Zusammensetzung ganz unabhangig von der 
Konzentration des Lecithins. Dasselbe gilt fiir die Polysaccharidkonzen- 
tration (Tabelle I). 

Das Verhaltnis Lecithin: Starke schwankt zwischen 1:1 und 
1:10. Wenn wir das Molekulargewicht von Lecithin zu 770 und 
dasjenige von Starke zu etwa 40000 annehmen, dann ist das Ver- 
haltnis der Molgewichte etwa 1:50. Bei groBen Lecithinmengen 
entstehen somit Symplexe, in welchen auf 1 Mol Starke ungefahr 
50 Mol Lecithin kommen. Da das Mol Starke maximal 4 Atome P 
enthalt, kann der Niederschlag nicht als eine rein salzartige durch 
Entladung der ionisierten Gruppen zustande gekommene Verbindung 

aufgefaBt werden 

1 H.S. Bungenberg de Jong, Sammelreferat: Protoplasma 15, 110, 
1932. — 2 v. Przylecki u. Majmin, diese Zeitschr. 271, 262, 1934. 
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Tabelle I. Symplexe aus Starke-Lecithin. 





Im Niederschlag Verhiltnis 


. saa Sti 2: Lee } 
mg Stirke mg Lecithin tarke : Lecithir 


I. 100 cem 1 %ige Starke + 100 cem 


1%iges Lecithin, pqg2.5 .. . 115,0 100 LS: 1 

100 cem 1% ige Starke 50 eem 
1 °,iges Lecithin, PH a5 .  % 52 17 31 :1 

100 cem 1°%ige Starke + 25 cem 
1° iges Lecithin, py 2,5. . 90 14 6,4 :1 

IT. 100 cem 2°. ige Starke + 100 cem 
1%iges Lecithin, pg3... . 74 21 3.5 :1 

100 eem 2%ige Starke + 50 cem 
1° iges Lecithin, ppd... . 79 16 6.4 :1 

IT. 100 cem 1°, ige Starke + 50 cem 
1 %iges Lecithin + CaCl,, py 6 91 10,5 8,6 :1 

IV. 100 ceem 1°,ige Starke + 50 cem 
1%iges Lecithin, ppd... . 78 22 a0 6] 

100 ecem 1%ige Starke + 50 cem 
1% iges Lecithin + Ca Clo, px 6,5 80 20 4.0 :1 


100 eem 1%ige Starke + 50 com 
1°.iges Lecithin, beide in 
Ringerlésung bei pa3 .... 55D 45 a 
g H 


Kntweder sind in dem Niederschlag nicht alle Lecithinteilchen 
mit dem Polysaccharid verbunden, oder es mu eine ganz andere 
Bindungsart — eine Molekilverbindung — vorliegen. Fiir diese zweite 
Annahme spricht die Tatsache, da ~ Lecithin-Dextrin-Symplexe 
moglich sind. Es ist aber auch die heteropolare Verbindungsart 
nicht ausgeschlossen. Das Lecithin ist in keinem Falle molekular 
dispergiert. Es gibt eine triibe kolloidale Dispersion. Die Bindung 
eines Starketeilchens an ein ganzes Lecithinmicell, nach der Formel 
Starke-(Lecithin),, wo nur ein Lecithinteilchen des Micells direkt mit 
dem Polysaccharid verbunden ist, ist somit nicht ausgeschlossen. 
Je kleiner die Lecithinkonzentration, desto geringer ist die Anzahl] 
der Lecithinteilchen, die von einem Mol Starke gebunden werden. 
In einigen Versuchen wurden mehr als 90% Starke gefunden. Der 
Niederschlag bestand aus Symplexen, in denen auf Stirketeilechen 5 
Lecithin kamen, mit weniger als 0,2% N. 

Diese Ausfaillungen kommen nur in sauren Lésungen zustande. 
Das pu ist weit vom biologischen entfernt. Das px kann aber stark 
nach der alkalischen Richtung durch CaCl,-Zusatz verschoben werden, 
z. B. auf px 6 durch eine CaCl,-Konzentrationvon 20 bis 30 mg-%. 
Die Zusammensetzung des so erhaltenen Niederschlags ist derjenigen 
der Ausfallungen ohne CaCl,-Zusatz bei staérker sauren Lésungen 
gleich. Im Gegensatz hierzu vermindert sich die Ausfallbarkeit der 
Systeme bei gréBeren Salzkonzentrationen, wie z. B. in Ringerlésung, 
stark, wo das pu durch HCl auf 2 bis 3 gebracht wurde, auBerdem 
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enthalt der entstandene Niederschlag weniger Starke als derjenige, 
der aus salzfreien L6sungen niedergeschlagen wurde. In diesem Falle 
betragt der Starkegehalt im Niederschlag anstatt 77 nur 50%. 

b) Lecitthin-Glykogen. Die entstandenen Niederschlage enthalten 
einen geringeren Prozentsatz an Polysaccharid, z. B. beim Ver- 
mischen von 100 cem 2° iger Glykogen- mit 50 cem 1°, iger Lecithin- 
lésung enthielt der Niederschlag 60°, Glykogen. Er ist leicht léslich 
sowohl in Wasser wie in Lauge. 

c) Lecithin-Dextrin. Auch dieser Symplex ist sehr leicht léslich. 
Er enthalt bei einer Mischung von 100 cem 4°,iger Dextrin- + 50cem 
1%, iger Lecithinlésung etwa 25°), Dextrine. Das Verhaltnis Lecithin 
: Dextrin betragt 3:1. Da die Molekulargewichte sich etwa wie 1:13 
verhalten, so kommen auf | Dextrin- etwa 4 Lecithinteilchen. 

Der Symplex Lecithin-Dextrin kann nicht als eine salzartige 
Verbindung angesehen werden. Bei der Bindung kénnen zwei, eventuell 
drei Gruppen des Lecithins in Reaktion treten. Die einen sind die 
Estergruppen COOC oder COOP, die, wie wir gezeigt haben, beim 
Oliven6l die Bindungsfahigkeit erméglichen. Die zweite Gruppierung ist 


OH 


CH,—N(CH,),. Die apolaren lipophilen Gruppen, die gesattigten, 
spielen wahrscheinlich keine gréBere Rolle. Die CH=CH-Gruppe 
k6nnte vielleicht bei der Bindung beteiligt sein. Auf Grund der mit 
Polysaccharoproteiden ausgefiihrten Untersuchungen glauben wir 
aber, daB vielmehr der N eine Rolle spielt. In keinem Falle konnten 
wir Symplexe, in welchen ein Lecithin mit mehr als einem Kohlen- 
hydratteilchen verbunden war, beobachten. Es ist jedoch auch 
méglich, daB bei der Entstehung der besprochenen Symplexe nicht 
ein bestimmtes Atom des Lecithins, wohl aber eine ganze Gruppe von 
Atomen beteiligt ist. 








Uber das Vorkommen des Broms im normalen Organismus., 
Von 
Theodor Leipert. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1935.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Von den Halogenen, die sich regelmaBig im Organismus nach- 
weisen lassen, kénnen wir heute nur das Fluor, das Chlor und das Jod 
zu den physiologischen Elementen im eigentlichen Sinne zahlen. Sie 
dienen teils dem Aufbau der Kérpersubstanz, teils dem ungestérten 
Ablauf des physiologischen Geschehens. Uber die Bedeutung des 
Broms sind die Ansichten geteilt. 

Zwar sind wir tiber das Verhalten medikamentés zugefiihrten Broms 
schon im Hinblick auf die praktische Bedeutung dieser Frage fiir die Brom 
medikation recht gut unterrichtet. Da sich das Brom dabei in relativ hoher 
Konzentration findet, kann es auf dem Wege durch den Korper leicht 
quantitativ verfolgt werden. Die Bedeutung der geringen Bromspuren 
jedoch, die in jedem Organismus normalerweise zirkulieren, bleibt ratselhaft. 
Nicht zuletzt war es der Mangel geeigneter Methoden zur Bestimmung 
kleinster Brommengen, der diesbeziigliche Untersuchungen in gré8erem 
Umfange wesentlich erschwerte. Daher finden wir wohl eine Anzahl analyti- 
scher Arbeiten, die sich mit der Bestimmung kleinster Brommengen in 
biologischem Material begniigen, zur Frage einer physiologischen Bedeutung 
des Broms nehmen jedoch nur wenige Autoren Stellung. Bernhard und 
Ucko (1) erértern als erste die Méglichkeit einer physiologischen Bedeutung 
des Broms. Danach soll ihm ein entsprechender ,,Bromspiegel‘* im Blute 
zukommen, der irgendwie endokrin gesteuert wird. Zondek und Bier (2) sowie 
Pincussen und seine Mitarbeiter (3) halten das Brom fiir einen wichtigen 
anorganischen Katalysator, der in EiweiB- oder sonstiger organischer 
Bindung eine ahnliche Bedeutung haben soll wie das Jod. Dem entgegen 
bezweifeln Heubner (4) und Biirgi (5) die biogene Bedeutung des Broms 
und erklaren sein Vorkommen im Organismus als zufallig und alimentar 
bedingt. Fast alle Nahrungsmittel enthalten Spuren Brom. Damiens (6). 
Daher miisse es naturgema8 auch im Organismus zirkulieren, doch sei es 
kein integrierender Bestandteil desselben. Eine Unterscheidung zwischen 
dem normalerweise vorkommenden und dem durch Medikation zugefiihrten 
Brom bestehe nicht zu Recht. 

Alle bisher erschienenen Arbeiten, die sich mit der physiologischen 
Bedeutung des Broms beschaftigten, haben eines zu wenig beriicksichtigt, 
gleichzeitig auch den Chlorstoffwechsel in die Untersuchungen einzu- 
beziehen. Beide Elemente verhalten sich nicht nur in vitro, sondern 
auch in vivo auBerordentlich ahnlich. Brom, das man dem Organismus 
zufiihrt, wird in gleicher Weise resorbiert und deponiert wie das Chlor. 
Seine Ausscheidung verléuft prinzipiell gleichartig. Brom vermag das 
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Chlor weitgehend zu ersetzen. Dieser Parallelismus findet sich allerdings 


nur, wenn das Brom als Anion in Erscheinung tritt. Es ist bekannt. 
daB Brom in nicht dissozierbarer Bindung sich anders verhalt (7). 
Wir suchten daher nach einer Besonderheit, sei es chemischer odet 
physikalischer Art, die nur dem Brom des Organismus eigen ware und 
ihm eine Sonderstellung gegeniiber dem Chlor einraumen muBbte. Nut 
bei einer gleichzeitigen standigen Beriicksichtigung des Chlor- und 
Bromstoffwechsels muBte sich die Entscheidung treffen lassen, ob das 
normalerweise im Organismus zirkulierende Brom unabhangig vom 
Chlor ist; denn wirde dieses scheinbar physiologische Brom vom 
Organismus nur als ,,Halogen‘‘ gewertet, dann hatten wir auch keine 
Ursache, ihm eine Sonderstellung im Stoffwechsel zuzuweisen. Es 
ware dann nur ein blinder Passagier, der im Gefolge des Chlors in den 
Kérper gelangt ist und sich nun auch weiterhin den Bahnen und Schick- 
salen des Chlors im Organismus anpabt. 
Diese Gesichtspunkte waren fiir die vorliegende Arbeit maBgebend. 

Sie weisen uns auch den Weg, der uns der Klarung der Frage naher- 
bringen sollte: 

Untersuchungen tber den Brom- und Chlorgehalt des Blutes. 

Verteilung der beiden Halogene zwischen Erythrocyten und 

Plasma sowie Anderungen des Verteilungsquotienten. 

Physiko-chemischer Zustand des Broms im Blute. 

Ausscheidung des Broms und des Chlors. 

Brom und intermediarer Stoffwechsel des Chlors. 

Alimentiare Einfliisse auf den Bromgehalt des Organismus 


Methodik. 


Die Chlorbestimmung erfolgte in iiblicher Weise nach Rusznyak (8). 
Zur Brombestimmung diente die eigene Methode (9). EiweiShaltige Fliissig- 
keiten erhalten vor dem Zutropfen zur Chrom-Schwefelsaiure einen Zusatz 
von n NaOH, z. B. 4eem Vollblut und 6cem NaOH. Wir vermeiden so 
die lastige Koagulation im Ablaufrohr des Tropftrichters, die bei der bloBen 
Haimolyse mit Wasser naturgemaS immer eintritt. Die Bromwerte sind 
durchwegs Mittelwerte aus zwei Analysen. Doppelbestimmungen differieren 
maximal um 0,002 bis 0,003 cem n/100 Thiosulfat, d.i. 0,3 bis 0,4 7 Br. 
Wir konnten so auch geringe Schwankungen des Bromgehalts im Blute mit 
hinreichender Genauigkeit erfassen. Die letzthin geauberten Bedenken von 
Hahn (10) gegen die mit elektiver Oxydation arbeitenden Brombestimmungs- 
methoden beriihren unser Verfahren natiirlich nicht. 


Der Brom- und Chlorgehalt des Blutes und Plasmas. 
Zur Untersuchung kam Oxalat- oder Heparinblut! gesunder junger 
Studenten bzw. Patienten der Kliniken, die nach ihren Angaben bisher 


1 Fiir die freundliche Uberlassung des Heparins danke ich der Firma 
,.Promonta‘*’ und ihrem Vertreter Herrn Dr. L. Pirk. 
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keinerlei Brommedikamente zu sich genommen hatten. Die an 34 Fallen 
24 Manner, 10 Frauen gewonnenen Ergebnisse sind in der Tabelle | 


auszugsweise wiedergegeben. 


Tabelle I. Brom und Chlor im Blute und Plasma. 
(MA. Milliaquivalente pro Liter.) 





Plasma 
Plasma Chlor 
Plasma Brom 


mg- MA mg- MA mg-§ 
298 0,03873 287,9 81,2 0314 0,0393 368.4 103,9 2644 


305 0.03882 302.0 85.5 0.349 0.0437 378.0 106.6 2439 
252 0.03815 3131 883 0,349 0,0437  381,2 107,5 2460 


226  0,0283  291,1 82 0,296 0.0871 392.1 110.6 2981 


405 0.0507 291.1 82, 0.398 0,0498 409.5 115.5 2319 
244 0.0305 286.8 | 80,! 273 ©60,0342 $363.8 102.6 3000 
.181 0,0227 288.6 81,4 so 0,0263 3783 106,7 4057 
218 | 90,0273  285,1 80,4 Wa: 0.0842 369.1 104.1 3044 
0,399 0.0499 281.5 794 0.358 0.0448 375.7 105.9 2364 
0,181 | 0.0227 290.4 81,9 E 09.0272 3783 106,7 3923 
Die Chlorwerte des Vollbluts bewegen sich zwischen 267 und 
317 mg-°,, die zugehérigen Werte im Plasma zwischen 355 und 409 mg-°,, 
durchweg normale Werte mit einer Schwankungsbreite von 12 bis 14°,. 
Jedes normale Blut enthalt Brom. Der Bromgehalt schwankt zwischen 
0.160 bis 0.400 mg-°,,, der des Plasmas liegt héher, zwischen 0,180 bis 
0,450 mg-°,, mit einer Schwankungsbreite von 250°,. Da das Chlor 
relativ konstant ist, das Brom jedoch seine Konzentration bis zum 
zweieinhalbfachen Wert andert, zeigt auch die Relation Cl: Brim Plasma 
eine entsprechende Breite. Auf ein Atom Brom kommen 1800 bis 
4500 Atome Chlor. Eine GesetzmaBigkeit nach Alter und Geschlecht 
sowie durch die Jahreszeit bedingte Schwankungen kénnen nicht fest- 
gestellt werden. Auch kommt in keiner Weise der Chlor-Brom-Antago- 
nismus irgendwie zum Ausdruck, sei es, daB Chlorwerte an der unteren 
physiologischen Grenze mit hohen Bromwerten, oder niedere Bromwerte 
mit hoher Chlorkonzentration zusammentreffen. Es scheint dies im 
Hinblick auf die geringe Konzentration des zirkulierenden Broms 
durchaus verstandlich. Einer Chlorkonzentration des Plasmas von 
100 bis 115 Milliaqu. pro Liter stehen nur 0,022 bis 0,056 Milliaqu. Brom 
gegeniiber, Werte, die praktisch weder die Gesamthalogenkonzentration 
des Blutes, noch seine Isotonie andern, und so auBerstande sind, den 
Antagonismus auszulésen. 
Der Haufigkeit nach tiberwiegt eine Konzentration von 0,200 bis 


0,300 mg-°,, um die sich niedere und héhere Konzentrationen ziemlich 


gleichmaBig gruppieren: 


unter 0,200 mg-®%, 6 Falle: 18% 
0,200—0,300 —,, Boosts 62% 


iiber 0,300 ,, eS 20°, 
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Vergleichen wir die Blutbromwerte der Literatur untereinander und 
mit unseren Ergebnissen, so zeigen sich auBerst groBe Ditferenzen. Werte 
mit geringer Schwankungsbreite wechseln mit Angaben tiber auBerordent- 
lich hohe individuelle Unterschiede. In 100 cem Blut wurden gefunden: 


» meg Br, Bernhard und Ucko (11 
; Br, Pincussen und Mitarbeiter (12 
10 ., Br, Zondek und Bier (14), 
0.66 .. Br, Auronami (15), 
0.98 ., Br, Urechia und Retezeanu (16), 
146 .. Br, Quastel und Yates (17) 
135 .. Br, Dixon (18), 
7.00: .. Br, Guillaumin und Merejkowsky (19), 


0,78 ,,. Br, Indovine (20). 


Manche dieser Werte diirften in einer unzulanglichen Methodik begriindet 
sein, doch ist der \ erdacht einer Brommedikation vielfach sehr naheliegend. 


Einer unserer Blutspender iiberraschte uns mit einem die sonst beob- 
achtete Schwankungsbreite auBerordentlich tiberragenden Blut-Bromgehalt 
von 1,3 mg-°,. Brom und Schlafmittelmedikation wird geleugnet. Auf 
eingehendes Betragen gibt er schlieBlich an, 4 W ochen vorher zwei Tabletten 
eines gebromten Barbiturséurepraparats zur Linderung von Zahnschmerzen 
zenommen zu haben. Der Fall ist lehrreich. Viele wissen nicht, da sie mit 
irgendeinem Medikament Brom zu sich genommen haben, denn der Name 
des Praparats deutet oft in keiner Weise dessen Bromgehalt an. Die Hart- 
nackigkeit jedoch, mit der selbst geringe Brommengen durch Wochen im 
Organismus zuriickgehalten werden, mahnt zur Vorsicht bei der Auswahl 
des Untersuchungsmaterials. 

Hohe Bromkonzentrationen, die gelegentlich im Tierblut beobachtet 
werden, kénnen natiirlich durch Medikation nicht erklart werden. Hier 
ist die Annahme einer alimentar bedingten Steigerung kaum zu umgehen. 

Mag daher die groBe Schwankungsbreite der Bromkonzentration 
im Blute durch Medikation oder sonst alimentar erklart werden, eines 
scheint daraus hervorzugehen: Der Organismus reagiert weder auf eine 
niedere noch eine relativ hohe Bromkonzentration des normalen Blutes 
in irgendeiner Weise. Bedenken wir, daB Konzentrationsschwankungen 
in dem AusmaBe wie sie das Brom zeigt, bei keinem Element von bio- 
logischer Wertigkeit physiologisch wirkungslos sind, dann mu eine 


physiologische Bedeutung des Broms oder gar ein hormonaler Charakter 


desselben sehr bezweifelt werden. Von einem ,,Bromspiegel im Sinne 
eines wohlausgeglichenen und regulierten Konzentrationsniveaus zu 


sprechen, scheint nicht angezeigt. 


Die Verteilung des Broms und Chlors zwischen Erythrocyten und Plasma. 

Bestimmt man in tiblicher Weise den Chlor- und Bromgehalt der 
Erythrocyten aus der Differenz der Halogenkonzentrationen im Vollblut 
und Plasma unter Beriicksichtigung der zugehérigen Hamatokritwerte 
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und berechnet dann den Quotienten Halogen der Erythrocyten: Halogen 
im Plasma, den ,,Chlorindex’ bzw. ,,Bromindex‘‘, so findet man, dab 
der Bromindex gegeniiber dem Chlorindex meist erhebliche Schwankungen 
aufweist (Tabelle II). 





Tabelle Il. Verteilungsquotienten des Broms und Chlors. 
mg- Brom mg- Chlor 
Nr. Hamatokrit - Br-Index Cl-Index 
Korperchen Plasma Koérperchet Plasma 

5 42.60 0,413 0.398 1.038 131.5 409.5 0,321 
y 46.70 0.445 0.358 1,243 173.9 375,7 0,463 
11 59,25 0,183 0.258 0.710 172.1 374.8 0.459 
12 48,31 0,209 0,275 0,730 199.4 384,4 0.495 
13 43.49 0,218 0,233 0.936 173.8 402.8 0,432 
14 46,95 0,156 0,270 0.576 185.1 382.2 0,484 
1D 59,80 0,126 0,250 0.504 174.1 363.4 0.479 
16 46,73 0.133 0.246 0.541 171.8 373.0 0.461 


Die Blutkérperchen enthalten etwa halb so viel Chlor als das Plasma, 
der Chlorindex liegt zwischen 0,43 bis 0,50. Der Bromindex liegt meistens 
héher als der Chlorindex. Die Differenz ist in vielen Fallen nur gering. 
Die Bromkonzentration der Erythrocyten ist dann halb so groB wie die 
des Plasmas und die Relation Chlor : Brom bleibt im Plasma und in den 
Koérperchen gleich. Das sind ahnliche Verhaltnisse wie sie Bonniger (21) 
bei seinen Untersuchungen iiber die Permeabilitat des Bromidions fand. 
Sehr oft iibersteigt jedoch der Bromindex den Chlorindex ganz wesent- 
lich. Werte von 0,7 bis 0,8 sind haufig. In zwei Fallen zeigten sich 
Indizes von 1,038 und 1,243. Van Dyke und Hastings (22) sahen beim 
Hund nach Bromidgaben ahnliche Verteilungsverhaltnisse. Es liegt 
wohl nahe, den erhéhten Bromindex auf Bromretention in den Erythro- 
evten zu beziehen, wie dies bereits Kunkel (23) getan hatte. Eine Ver- 
drangung des Erythrocytenchlors durch das Brom konnte mit Riicksicht 
auf die geringe Bromkonzentration aus den friiher erérterten Griinden 
nicht erwartet werden. In der Tat zeigt nur der Fall 5 eine deutliche 
Erniedrigung des Chlorindex. 


Die Verteilung des Broms zwischen Kérperchen und Plasma ist 
somit auch unter normalen Verhaltnissen die gleiche wie die nach Zufuhr 
von Bromidionen. DaB das Brom als Anion vorliegt geht auch daraus 
hervor, daB es den Regeln des Anionenaustauschs genau so folgt wie das 
Chlor. Leitet man durch Vollblut Kohlendioxyd, dann wandert mit dem 
Chlor auch das Brom des Normalblutes aus dem Plasma in die Erythro- 
eyten. Chlor und Bromindex steigen an. Treibt man die Kohlensaure 
durch Evakuieren aus, so tritt der umgekehrte Effekt ein: Zunahme der 
Chlor- und Bromkonzentration im Plasma und Absinken der Indizes. 
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Tabelle Ill. EinfluB der Kohlensaure auf die Verteilung. 





mg-° ) Brom mg-' Chlor 
Himato- Br- - Cl 
krit — Pleas Index — nee Index 
Nr. 17 
normal. . 43,86 0,160 0,344 0,465 167.8 367.8 0,457 
mit CO, . 46,08 0,230 0,292 0,788 209,6 339,7 0,617 
Nr. 18 
normal. . 40,82 0,152 0,259 0,587 159,7 374.4 0,427 
mit CO, . 43,29 0,183 0,240 0,763 2148 341.8 0,629 
Nr. 19 
normal. . . 41,54 0,131 0,177 0,740 158,2 359,2 0,441 
mit COg . 43,10 0,158 0,158 1,000 187,0 341,8 0,547 
Nr. 10 
normal. . | 43,29 0,134 0,217 0,618 175,3 378.3 0,463 


nach Eva- 
kuierung . 43,00 0,121 0,226 0.535 150.9 395.7 0,381 


Die Wanderung der Halogene in die Erythrocyten ]aBt sich auch in 
vivo an gestautem Blute zeigen. 


Der Oberarm einer Versuchsperson wird durch 20 Minuten unter 
Erhaltung des Radialpulses bis zum Auftreten leichter Parasthesien gestaut. 
Unter Vermeidung von Luftzutritt wurde mit einer Luerschen Spritze 
einer gestauten Cubitalvene eine Blutprobe entnommen. Unmittelbar 
vorher wurde der ungestauten Vene des anderen Armes die Kontrollprobe 
entnommen. 


Tabelle IV. EinfluB venéser Stauung auf die Verteilung. 





mg-°/) Brom mg-°/5 Chior 


Hamato- — + Br- ane Cl- 
krit sar Plasma Index a Plasma Index 

Nr. 20 
ungestaut. | 50,25 0,247 0,286 0,864 179,9 380,8 0,472 
gestaut. 60.61 0,264 0,270 0,978 231,3 354.6 0,652 


Stasis bewirkt eine Wanderung des Broms und Chlors in die Ery- 
throcyten. Brom- und Chlorindex sind gegeniiber den Werten im un- 
gestauten Blute erhdht. 


Die hier gefundenen Ergebnisse zeigen, daB die Bromkonzentration 
des Plasmas bei ein und demselben Menschen keine konstante GroBe 
vorstellt. Sie ist von der Kohlenséiurespannung des Blutes ebenso 
abhangig wie die Chlorkonzentration. 


Der physiko-chemische Zustand des Broms im Blute. 


Die Anschauung von einer hormonalen Bedeutung des Broms griindet 
sich in erster Linie auf Untersuchungen tiber den physikalisch-chemischen 
Zustand des Broms im Blute. Pincussen und Mitarbeiter (24) suehten durch 
Dialyse die ,,ionisierten Bromverbindungen‘* vom_ ,,nichtdialysierenden 
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EiweiBbrom* zu trennen und fanden, daB 55 bis 70°, des Broms in organ 
scher Bindung vorliegen. Nur dieses organisch gebundene Brom sollt; 
physiologische Bedeutung haben. Analog finden Guillawmin und Mer 

kowsky (19) 63 bis 88°, des Broms nicht ultrafiltrabel. Damit stehe 
Angaben englischer Autoren im Widerspruch, die im Filtrat der Folin- i 

EnteiweiBung das gesamte Brom wiederfanden (25). Auch die eigene 
bisherigen Ergebnisse lieBen die Existenz einer Brom-EiweiBverbindun: 
recht zweifelhaft erscheinen. Das Brom des Blutes muBte, wenn nic! 
ganz, so doch zu einem weitaus gr6éBeren Anteil als Anion vorliegen, als e- 
die Ultrafiltrationsversuche wahrscheinlich machten. 


EnteiweiBt man Blut nach Folin-Wu, so findet sich entsprechend 
den Befunden der englischen Autoren im Filtrat 94 bis 103°,, im Mitte! 
99°, vom Gesamtbromgehalt des Blutes wieder. 

Extrahiert man Vollblut 


Tabelle V. Bromgehalt im erschépfend mit 70%igem 
enteiweiBten Blute. Aceton, wie dies bei det 





mg-°/, Brom Irennung von Eiweib-Jod 





Nr. ‘ ‘canische a 

Voliblat — Enteiweist und anorganischem Jod gi 

schieht, so ist das zurick- 

, 0.208 0.280 94.0 bleibende EiweiBkoagulum 

2 0,305 0,310 101,5 vollkommen bromfrei. Das 
3 0,255 0,255 101,1 " 

0,252 ' _ ; ‘ - "7 

4 0,226 0.233 103.1 gesamte Brom des Blut 

9 0.399 0.407 102.0 laBt sich durch 70° iges 


Aceton extrahieren. Eine Ei- 
weiB-Bromverbindung mit organischer Bindung des Broms scheint 
danach ausgeschlossen. Damit steht auch das Ergebnis der Dialysier- 
und Ultrafiltrationsversuche im Einklang. Dialysiert man Plasma 
in kauflichen Pergamenthiilsen gegen flieBendes Wasser unter Ein- 
haltung der iiblichen VorsichtsmaBregeln (Toluolzusatz, Priifung der 
Hiilsen auf EiweiBundurchlassigkeit), so ist nach langstens zwei Tagen 
das Plasma bromfrei. Das gleiche Ergebnis hatten Dialysierversuche 
durch Kollodiummembranen, die nach Lundsgaard (26) in 70° igem 
Alkohol gehairtet waren. Das gesamte Brom laBt sich durch Dialyse aus 
dem Plasma entfernen. Ebenso findet sich nach Ultrafiltration das 
gesamte Brom im Filtrat. Gelegentliche Uberwerte finden ihre Er- 
klarung durch die Volumsverminderung, die durch die Beseitigung der 
Kolloide bedingt ist. Wir arbeiteten mit dem Ultrafiltrationsapparat 
nach Overbeck und mit dem dichtesten Bechhold-Filter (71/,°%) unter 
10 Atm. Stickstoffiiberdruck. Die Filtration wurde unterbrochen, 
wenn etwa die Halfte der zur Filtration gebrachten Flissigkeitsmenge 
durchfiltriert war. Bei der Ultrafiltration gehen Brom und Chlor véllig 
parallel wie die folgenden Beispiele zeigen: 

Plasma (Mensch): 0,177 mg-°,4 Brom, 354,6 mg-°, Chlor 
Ultrafiltrat : 0 ae ys BOI0 | bs a 
Serum (Rind): 1,269 _ i; a 298,6  —s«, 
Ultrafiltrat : 1,239 297,0 
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Eine Brom-EiweiBverbindung — eine Bindung des Broms an die 
Kolloide — kann somit sicher ausgeschlossen werden, doch beweisen 


diese Versuche nichts gegen die Existens einer ultrafiltrablen niedrig 
molekularen Bromverbindung. 


Der Gedanke einer Brombindung durch Bromanlagerung an die un- 
yesattigten Fettsauren der Lipoidfraktion des Blutes muBte bald auf 
yvegeben werden. LaBt man Blut in absoluten Alkohol eintropfen, extrahiert 
das Koagulum im Soxhlet-Apparat mit Petrolather und reinigt den Trocken- 
riuckstand der vereinigten Extrakte durch sechs- bis zehnmaliges Umlésen 
mit Petrolather, so findet man im Endriickstand stets Brom. Die Werte 
betragen 5 bis 30°, des Gesamtbroms und sind vollkommen unabhangig 
von den absoluten Bromwerten. Irgendeine Beziehung des Bromgehalts 
zur GréBe der Lipoidfraktion besteht nicht. Es ist die natiirlichste Annahme, 
da8B hier das Brom von den Lipoiden als hydrophilen Kolloiden mitgeschleppt 
wird, wissen wir doch, da8 Lipoide auch Kochsalz, Harnstoff, Zucker usw. 
atherléslich machen (27), und hat doch bereits Oppenheimer (28) zeigen 
kénnen, da Natriumbromid durch Lipoide benzolléslich gemacht werden 
kann. 


Aus der vergleichenden Physiologie kennen wir bisher nur zwei 
organische Bromverbindungen, denen eine biologische Bedeutung zu- 
kommt: Dibromindigo, den Farbstoff der Purpurschnecke, und Dibrom- 
tyrosin, die Bromgorgosiure der Meeresflora und -fauna. Die Brom- 
indolverbindung scheidet als Chromogen des Purpurs von vornherein 
aus, so daB nur an die Méglichkeit einer Brombindung durch den Tyrosin- 
komplex auch auBerhalb des EiweiBverbandes zu denken war. Es ergab 
sich daher die Aufgabe eine Trennung des anorganischen Bromids vom 
organisch gebundenen Brom durchzufiihren. 


Zu diesem Zwecke wurde in Modellversuchen an Gemischen aus Koch- 
salz, Bromid und Bromgorgosaéure nach einer einfachen und schonenden 
Methode gesucht, um selbst kleinste Bromgorgosiuremengen neben einem 
groBen Uberschu8 an anorganischem Bromid genau zu bestimmen. Es zeigte 
sich, daB diese Trennung durch Fallung des Bromids mit Silbernitrat aus- 
gezeichnet gelingt. Die Léslichkeit des Ag Br ist in einer mit AgCl gesattigten 
Lésung auBerordentlich gering, und die in Lésung bletbenden Bromspuren 
fallen in die Fehlerbreite der Methodik. Bromgorgosaure wird durch Silber- 
salze nicht gefallt und kann im Filtrat vom Halogensilberniederschlag leicht 
bestimmt werden. Das Verfahren vereinfacht sich bei reinen Lésungen,. da 
sich das Brom in der Bromgorgosaure auch ohne Chromsaureoxydation durch 
Hypochlorit glatt bestimmen laBt. So enthielten 2 ccm unserer Brom- 
gorgosiurelésung nach Chromsiéureoxydation 18,37 Br. Dieselbe Lésung 
in bekannter Weise nur mit Hypochlorit behandelt 18,5 7 Br. 

Unseren Modellversuchen legten wir weit niedrigere Konzentrationen 
an organischem Brom zugrunde, als nach den friiher erwahnten Arbeiten 


zu erwarten war. Es wurde eine Gesamtbromkonzentration von 0,2 


bis 
0,3 mg-°, gewahlt, mit einem Drittel bis einem Fiinftel davon an organisch 
gebundenem Brom. Das sind Verhaltnisse, wie sie etwa beim Jod 
vorliegen. 


Lésung I enthielt in 0,5°,iger Kochsalzlésung 0,282 mg-°, Gesamt- 


brom, davon 0,092 mg-°% 


organisch gebundenes Brom. 


IQ* 














424 Th. Leipert ; 


Lésung II enthielt in 0,5 °,iger Kochsalzlésung 0,234 mg-°, Gesamt 
brom, davon 0,046 mg-°, organisch gebundenes Brom. 

Je nach der zu erwartenden Menge organisch gebundenen Broms werde 
5 bis 20 eem der Untersuchungslésung in einer graduierten Eprouvette mi 
1,5 bis 2cem n AgNO, versetzt und kurze Zeit kraftig geschiittelt. Hieraut 
beseitigt man den SilberiiberschuB durch tropfenweisen Zusatz gesattigte: 
Kochsalzl6sung, bringt auf ein definiertes Volumen, schiittelt 2 Minute: 
kraftig und filtriert, eventuell mehrmals, bis das Filtrat auch nicht die Spur 
einer Opaleszenz erkennen 1aBt. In einem aliquoten Teil wird in bekannte: 
Weise das Brom bestimmt. Wir fanden so in: 


10cem von Lésung I: 9,6 7 organisches Brom statt 9,2 y 
a 55 ee By a s “ey 


Die praktische Anwendung der Methode wurde dadurch erleichtert 
daB sich durch Ultrafiltration das gesamte Brom leicht vom Plasma- 
eiweiB trennen laBt. Priift man nun Ultrafiltrate nach obiger Methode, 
dann ist das Filtrat vom Halogensilberniederschlag zwar nie ganz 
bromfrei, doch schwanken die beobachteten Mengen von kaum bestimm. 
baren Spuren bis zu etwa 6° des Gesamtbroms. Ein Teil davon muB 
wohl der Léslichkeit des Bromsilbers zugeschrieben werden. Zum 
Ultrafiltrat zugesetztes Dibromtyrosin wird stets mit leichtem Uberwert 
wiedergefunden, z. B. Plasma 0,267 mg-°, Br, Ultrafiltrat 0,264 mg-°, 
Br, Zusatzversuch 5ccm Ultrafiltrat + 9,2 y Br, als Dibromtyrosin 
wiedergefunden 9,4 y organisch gebundenes Brom. Das im _ Blute 
zirkulierende Brom liegt daher fast ganzlich als Bromidion vor. Nennens- 
werte Mengen nichtionisierter Bromverbindungen kénnen nicht nach- 
gewiesen werden. 


Die Ausscheidung des Broms und des Chlors. 

Fast gleichzeitig mit jeder Blutprobe wurde eine Harnprobe ge- 
nommen und auf ihren Brom- und Chlorgehalt untersucht. Wie jedes 
normale Blut so enthalt auch jeder normale Harn Brom. Die Falle in der 
Tabelle VI zeigen den véllig gleichsinnigen Verlauf der Bromausscheidung 
mit der Chlorausscheidung in seiner Abhangigkeit von der jeweiligen 
Bromkonzentration des Blutes (siehe auch Tabelle I). 


Tabelle VI. Ausscheidung des Broms und des Chlors. 








Brom Chlor Harn Plasma Qu 

Nr. |————— - ee — 
mg-°!» MA. mg-°/ MA. Br ™ Oy Br — QP) Opi 
1 0,284 0.0355 4833 136,3 3840 2644 1,45 
2 0,488 0,0611 830.9 2343 3835 2439 1,57 
3 0,642 0,0804 1212.6 342.0 4254 2460 1,73 
4 0,515 0,0644 1089,2 307,2 4770 2981 1,60 
5 0,695 0,0870 1221,6 344,6 3961 2319 1,71 
7 0,394 0,0493 1034,6 291.8 5919 4057 1,46 
10 0,342 0,0428 821.9 231.8 5416 3923 1,38 
19 0,263 0,0329 745,7 210.3 6392 4563 1,40 
21 0,473 0,0592 1232.8 347,7 5880 3863 1,52 
0,363 0,0454 580.1 163,6 3604 2421 1,49 
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So scheidet Fall Nr. 5 mit viel Chlor auch viel Brom aus, da die Brom- 
<onzentration im Blute entsprechend hoch ist, Fall Nr. 7 dagegen trotz des 
iohen Chlorgehalts im Harn nur etwa halb so viel Brom; die zugehérige 
Bromkonzentration im Blute ist auch nur halb so hoch wie die von Fall Nr. 5. 

Die normale oder physiologische Bromausscheidung folgt so ganz 
den Regeln, die auch fiir die Bromausscheidung nach Bromidgaben 
gelten [Frey (29), Moller (30)]. Allerdings ist die Ausscheidung nie vollig 
der Konzentration im Plasma proportional [Hastings (31).] Der Chlor- 
Bromquotient liegt im Harn stets héher als der entsprechende Quotient 
im Plasma. Die Relation beider Quotienten betragt im Mittel 1,5. Es 
erscheinen im Harn nur 60 bis 70°, der Brommenge, die theoretisch aus 
dem Quotienten des Plasmas zu erwarten waren. 

Die Tagesausscheidung schwankt beim normalen Menschen zwischen 
3 bis 5mg Brom. Sie folgt genau der Chlorausscheidung, wie durch 
Wochen hindurech fortgesetzte Untersuchungen festgestellt werden 
konnte. 

Hohen Chlorwerten der 
Tagesausscheidung — entspre- 


Tabelle VII. Tagesausscheidung 
des Broms und Chlors. 





chen hohe Bromwerte. Ein Zeit «+«|| SeSeemenge| = Srom Chior 
é : F ecm mg g 
Absinken der Chlorausschei- 
dung infolge unregelmaSiger 14. ID 1716 5.00 14.66 
Ernaéhrung hat sofort einen 15. 1. 1640 5,82 16,09 
: ; : ». IIL. 297 1,91 3,58 
ntsprechenden Abfall in der 16. IT 129; — , 
—s ws ee en 1119 3.65 8.68 
Bromausscheidung zur Folge. 18. IIL. 1163 4.79 12.07 


Brom und intermediirer Stoffweehsel des Chlors. 

Brom und Magensaftsekretion. Es ist lange bekannt, dab nach 
Bromidgaben die Salzséure des Magensaftes teilweise durch Bromwasser- 
stoffsaure ersetzt wird (32). Da jedes normale Blut Brom enthalt, er- 
scheint auch das Auftreten des Broms im Magensaft selbstverstandlich. 
Oft findet es sich hier in betrachtlich héherer Konzentration als im Blute. 


Tabelle VIII. Bromgehalt des normalen Magensaftes. 





mg-°/,) Brom mg- Chior 
N1 
Vollblut Plasma Magensaft Mageusaft 
93 0,344 0,394 0.383 198.8 
24 0.404 0,453 1.226 307.9 
25 0,328 0,350 0,625 464.5 
26 0.240 312 0,312 202.8 


Wenn nach einer Mahlzeit mit beginnender Verdauung und Ein- 
setzen der Magensaftsekretion die verfiigbaren Chlorreserven zur Salz- 
saurebereitung mobilisiert werden, schlieBt sich ihnen auch das Brom an. 
‘/, bis */, Stunde nach dem Essen ist der Chlorgehalt des Blutes ein 
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wenig gesunken / Boenheim (33), Holler- Bloch (34), Dodds-Smith (35 
Sindler (36)]. Vollig gleichartig verhalt sich das Brom (Tabelle IX). Der 
Bromgehalt des Blutes zeigt nach einer Mahlzeit eine geringe Ey 
niedrigung. Die gleichzeitige Zunahme der Alkalireserve bedingt bein 
Brom die gleiche Anderung des Verteilungsverhaltnisses zwische1 
Erythrocyten und Plasma, wie sie bereits beim Chlor bekannt ist. Dieser 
Anstieg der Verteilungsquotienten zeigt abermals deutlich und in vivo dir 
Abhangigkeit der Bromkonzentration des Plasmas von der jeweilige: 
Kohlensaurespannung, wie es bereits friiher ausfiihrlich dargelegt wurde 


Tabelle IX. Einflu8 der Verdauungstatigkeit auf den Brom- und 
Chlorgehalt des Blutes. 





mg-9/, Brom mg- Chior 
Himato- it Br- Cl 
krit Koérper- Plasma Index Kérper- Dicemne Index 
ehen chen 
Nr. 27: 
vor dem Essen) 50,25 0,183 0,258 0,710 172.1 374.8 0.459 
nachdemEssen' 48,31 0.199 0,246 0.809 183.4 356,7 0,514 
Nr. 28: 
vor dem Essen 5),75 0,126 0.259 0,504 174.1 363.4 0,479 
nachdemEssen 51,00 0.153 0,223 0,686 186,0 552.0 0.528 


Quastel und Yates (17) sahen das gleiche Verhalten des Broms im Blute 


Geisteskranker. Doch bleiben die von uns beobachteten Schwankunge1 
klein und immer parallel der Anderung des Chlorspiegels. Ein Absinken de1 
Bromkonzentration des Blutes um 25 bis 30 °,, wie es die englischen Autoren 


sahen, wurde von uns nie 
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dung unterbrochen werden 
‘Lichtwitz (37), Boen- 
heim (33)]. Mit verbliiffender Genauigkeit folgt auch die Ausschei- 
dungskurve des Broms den Tagesschwankungen der Harnchloride ( Abb. 1). 

Brom beim Ubergang von kochsalzreicher zu kochsalzarmer Nahrung. 
Es war uns bei der Untersuchung des Blutes kochsalzarm ernahrter 
Frauen aufgefallen, daB die Bromkonzentration des Blutes innerhalb 
der normalen Schwankungsbreite blieb. Ewer (24) hatte ahnliche 
Beobachtungen gemacht und daraus den SchluB gezogen, daB der 
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normale Bromgehalt des Blutes zahe festgehalten werde und von der 
Chlorzufuhr in der Nahrung unabhangig sei. 

Ein Selbstversuch mit extrem kochsalzarmer Kost ergab im Blute 
und Harn folgenden Befund: Der Chlorspiege]l sinkt im Plasma und 
Vollblut mit Beginn der salzarmen Kost zunachst steil ab, um sich dann 
allmahlich der unteren physiologischen Grenze zu nahern. Denselben 
steilen Abfall vom 1. zum 2. Tage weist auch das Brom im Plasma und 
Vollblut auf. Der Abfall der Halogenkonzentrationen im Gesamtblut 
erfolgt bis zum letzten Tage der kochsalzarmen Diait vollkommen 
gleichartig. Die Chloridkonzentration sinkt auf 87%, die Bromkonzen- 
tration auf 84°, des Ausgangswertes. Wahrend der Bromgehalt des 
Vollblutes dauernd vermindert wird, halt sich die Bromkonzentration des 
Plasmas nach anfanglichem Sinken nicht nur auf dem neuen Niveau, sie 
steigt sogar wieder schwach an. Dieses Beharren wird nur dadurch er- 
moéglicht, daB das von den Erythrocyten retinierte Brom erst jetzt 
allmahlich abgegeben wird. So sinkt der Bromindex von seinem hohen 
Niveau betrachtlich ab, wahrend der Chlorindex in der iiblichen 
Schwankungsbreite bleibt. Der Uhbergang zur normalen salzreichen 
Kost am 4. Tage hat sofort Erhéhung des Chlorspiegels zur Folge, der 
sromgehalt des Gesamtblutes bleibt weiter erniedrigt. Es war wohl zu 
erwarten, daB die durch den Ubergang zur salzarmen Kost bedingte 
Senkung im Chlorgehalt des Blutes sich auch im Bromgehalt gleichsinnig 
auswirken muBte. Bei der Ausschwemmung des Chloriiberschusses wird 
auch das Brom in gleicher Weise erfaBt. DaB jedoch der Ubergang zur 
normalen Diat zunachst jeden Effekt am Bromgehalt des Blutes ver- 
missen lat, scheint doch auf einen alimentaren EinfluB hinzuweisen 


Tabelle X. Brom- und Chlorgehalt des Blutes beim Ubergang zut 


kochsalzarmen Diat. 





—_ Hamato- mg-° 9 Brom ; Br- mg- Chlor Cl. 

krit Voliblut Plasma =™4€X = Vopiut = Plasmas eX 

Normalkost . . 43,49 0,227 0,236 0,915  303,2 402.8 0,452 

Kochsalzfrei: 

tie... —. .} oe 0,200 0,217 0,822 275.5 373.0 0.417 

Mee hi zi 49,75 0,200 0,220 0.812 268.4 364, 1 0.472 

ee fi tae) fp ot 0,191 0,228 0.648 2631 359.2 0,428 
4. , Beginn der Normalkost 

Me ta Nar eS e 5 40,98 0,187 0,227 0,568 279.0 374.0 0.378 


Kochsalzarme Kost hat ein geringes Absinken der Bromkonzentration 
des Blutes zur Folge. Dabei wird eventuell in den Erythrocyten reti- 
niertes Brom ausgeschwemmt. 

Im Harn sehen wir das gleiche Verhalten wie wir es nach unseren 
friiheren Darlegungen erwarten muBten. 
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Tabelle XI. Brom- und Chlorgehalt des Harns beim Ubergang zu: 
kochsalzarmen Diat. 





Zeit Harnmenge _Chlor — — Brom 
eem g MA. mg MA. 
Normalkost. ...... 934 8,85 267.1 3,14 0.0420 
1. Tag kochsalzfrei . : 720 4.42 173,3 1,61 0,0279 
a ns : 485 1.69 98,0 0.66 0.0169 
ae s A 417 1,01 68,1 0,50 0,0151 
4. , Normalkost .. 820 3,18 109.0 1,42 0,0217 
Oe ee 1100 5.81 225.9 3,53 0,0401 
Sy Dg - nae 1050 9,80 263.3 3,59 0,0427 


Wie die Chlorausscheidung nicht plétzlich absinkt, sondern iiber 
eine negative Bilanz zum <Ausgleich fiihrt, so sinkt in gleicher Weise 
die Bromausscheidung allmahlich auf einen Minimalwert ab, um nach 
erneuter Salzzufuhr sofort wieder anzusteigen. 

Durch Salz-Wasser-Belastung laBt sich eine starke Vermehrung der 
normalen Bromausscheidung erzwingen. 


Tabelle XII. Chlor- und Bromausscheidung nach Salz-Wasser- 
belastung. 





Zeit Harnmenge 7 Chior — Ea Brom 
ecm g MA. mg MA. 
S| a, oe ee 1011 9,79 273.1 3,32 0,0410 
Salzwasserbelastung 
i | Sr Ae keg 1655 17,76 302.7 5,78 0.0437 
PPS by cu rate’ Ve tee Aw 1133 10,12 251,9 3,24 0.0358 


Die Zufuhr von 15 g NaCl = 9,1 g Cl in 500 cem Wasser hat eine 
Steigerung der Bromausse ,eidung um fast 75°, zur Folge. Auffallend ist 
wiederum der gleichsinnige Verlauf mit der Chlorausscheidung, der fiir 
den ionalen Charakter des ausgeschwemmten Broms spricht. Eine 
alimentare Mehraufnahme kann sicher ausgeschlossen werden. Sie 
betrug in unserem Falle 0,14 mg Br, also etwas tiber 5°, der Mehr- 
ausscheidung. Suchen wir nach der Quelle, die eine derart iiberschieBende 
Ausfuhr gestattet, dann diirften wir in der Annahme nicht fehlgehen, dab 
der Organismus die gleichen Depots im Gewebe, die er dem Chlor zur 
Verfiigung stellt, auch fiir das Brom bereit halt. Spezifische Gewebs- 
diuretica, wie die organischen Quecksilberverbindungen, mobilisieren 
nicht nur das Chlor, sondern auch das Brom. Ein Patient, der im Laufe 
der Behandlung eines dekompensierten Herzfehlers auf salzarme Diat 
gesetzt war, erhielt eine Salyrganinjektion. 

Die vermehrte Chlorausscheidung war nicht allein eine Folge der 
gesteigerten Diurese. Auch prozentuell stieg die Chlorkonzentration des 
Harns. Dieselbe Steigerung der Konzentration zeigt auch der Brom- 
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Tabelle NUIT. Chlor- und Bromausscheidung nach Salyrgan. 





Harnmenge Chlot Brom 
m g MA mg MA. 
Kochsalzarme Kost . 400 0.1705 12,0 0.374 0.0117 
Nach Salyrgan . . ... 1400 3,08 61.9 2.10 0.0188 


gehalt des Harns, wenn er auch begreiflicherweise quantitativ hinter 
dem Chlorgehalt zuriickbleibt, kénnen wir doch im Einzelfall iiber den 
eweiligen Bromgehalt des Depots nichts aussagen 


Alimentaire Einfliisse auf den Bromgehalt des Organismus. 


Ein Beweis fiir den EinfluB der Nahrung auf den Bromgehalt des 
Blutes erscheint schwierig. Tabellenwerte zur Errechnung der Brom- 
aufnahme durch die Nahrung, sowie zur Bestimmung des Cl : Br-Quo- 
tienten in der Nahrung, sind mit gréBter Vorsicht zu werten. Der Versuch 
durch eine bromarme oder bromfreie Kost, eine Verminderung bzw. ein 
Verschwinden des Broms aus dem Organismus zu erzielen, erscheint bei 
dem ubiquitaren Vorkommen des Broms und seiner Neigung zur Re- 
tention aussichtslos, um so mehr als eine derart bromarme Standardkost 
durch Monate gegeben werden miibte, um bei der langsamen Aus- 
scheidung des Broms einen Effekt zu sehen. Die Hauptquelle des 
Broms der Nahrung ist sicherlich das Kochsalz, enthalt doch jedes Salz, 
vom rohen Steinsalz bis zum Werkschen Praparat, betrachtliche Mengen 
Brom. Wir sehen jedoch gerade, daB der Bromgehalt des Blutes koch- 
salzarm ernahrter Personen nach Wochen und Monaten noch innerhalb 
der auch sonst beobachteten Schwankungsbreite bleibt. 

Labat (38) glaubte, ein Organismus wiirde erst mit der Nahrungs- 
aufnahme nach der Geburt bromhaltig. In Wirklichkeit gibt es keinen 
bromfreien Organismus. Die Frau besitzt in den letzten Monaten der 
Schwangerschaft nicht mehr und nicht weniger Brom in ihrem Blute als 
zu einer anderen: Zeit und als sonst ein gesunder Mensch. Auch ihre 
Bromausscheidung ist die gleiche. 


Tabelle XIV. Chlor und Brom im Blute und im Harn von 


schwangeren Frauen. 





g Volt g- Plasma mg lar 

Nr 

( rom ( r Bror ( I I } 
22 IX.mens. 315,6 0.271 389.7 0.364 580.1 0,363 
29 a 312. 0,164 393.9 0.197 625.1 0,289 
30 Vagos 317.3 233 390.4 1236.4 1.399 
31 Beet 36.7 1.279 365.9 345.0 0,213 
32 iil . 306,7 0.279 386.8 539.3 0,360 





Die Bromkonzentration des Nahelschnurblutes liegt in der gleichen 
GréBenordnung wie beim normalen Menschen. Genau so gestaltet sich 
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auch die Verteilung des Broms zwischen K6rperchen und Plasma ohn 
Riicksicht auf die bestehende Polycythamie. 


Tabelle XV. Chlor- und Bromgehalt des Nabelschnurblutes 





- emato. mg- Vollblut _me- o Plasma Cl- ae Plasn 
‘ krit Chlor Brom Chlor Brom Index Index C1: B 
1 51,55 291,5 0,169 399.6 0,216 0,475 0,495 17 
2 48.51 291.1 0.243 390.7 0,316 0,472 0,524 2783 
3 44.25 304.6 0,226 379.7 0,302 0,553 0.434 2835 
} 46.51 295.4 0,170 383.6 0.193 0,506 0.746 4477 


Kin Konzentrationsgefalle vom miutterlichen Blut zum Nabe! 
schnurblut, wie wir es beim Jod sehen, 1aBt sich beim Brom ebenso 
wenig feststellen wie beim Chlor. So weist also bereits das neugeboren 
Kind noch vor jeder alimentaren Bromzufuhr in seinem Blute einen, der 
Bromkonzentration des miutterlichen Blutes entsprechenden Bromgehalt 
auf. Dazu nimmt das Kind mit der Muttermilch nicht unbedeutend 
Brommengen zu sich. Medikamentés in gréBeren Mengen zugefiihrtes 
Brom erscheint in der Milch [ Rosenhaupt (39)]. Es iiberrascht darum 
kaum, daB auch die normale Milch bromhaltig ist. 


Tabelle XVI. Chlor- und Bromgehalt der Frauenmilch. 





Chlor Brom 

Ci: Br 

mg-° ¢ MA. mg- MA. 
eer | <4 te 34,7 0,164 —0,0205 1690 

(Mischmilch ) 

141.2 39.8 0.176 0.0220 1810 
‘“ 86.1 24,3 0,150 0.0225 1080) 
a 137,5 38,8 0.171 0.0214 1810 
2. Tag 80,8 22.8 0,197 0,0246 927 
- ae 77,7 21.9 0.197 0,0246 SY) 
TS a, ce 55.4 15.6 0,160 0.0200 780 
ee ee 52.1 14.7 0,139 0.0174 845 
3 Monate .... 44.0 12,4 0.115 0,0144 861 
5 io ‘eros 26,2 7.4 0,067 0,0084 880 
6 35,1 9,9 0.080 0.0100 990) 


Deutlich zeigt sich, daB trotz individueller Schwankungen auch in 
der Mileh Chlor- und Bromgehalt parallel geht; hohen Chlor- und Brom. 
werten der Kolostralperiode folgen mittlere Werte in der Ubergangszeit. 
Der niedrigste Chlor- und Bromgehalt wird in der Spatmilch beobachtet 

Am Saugling macht nun die Natur selbst das Experiment, dessen 
Durchfiihrung am Erwachsenen uns gréBte Schwierigkeiten bereitet 
Der Saugling erhalt durch Monate hindurch mit der Milch eine Standard- 
kost von genau bekanntem Chlor- und Bromgehalt. Eine direkte Be- 
stimmung der Bromkonzentration im Blute ist uns zwar versagt, doch 
ist die Chlor- und Bromausscheidung im Harn nach unseren friiheren 








ho, 


Hi 


bh 
ho 


Mi 


spi 


Hi 


~? iv 


wore OD -=1¢ 














Brom im normalen Organismus. 431 


Warlegungen ein brauchbares MaB fiir die Bromkonzentration des 
Blutes. In der Milch betragt die Relation Cl : Br etwa 800 bis 1000. Die 
kochsalzarme Milchkost stellt daher eine verhaltnismaBig bromreichere 
Nahrung dar, als sie dem Kinde mit dem Nabelschnurblut zukam, 
lessen Cl : Br-Quotient ahnlich dem des miitterlichen Blutes bedeutend 
hoher liegt. Der EinfluB der Milehnahrung offenbarte sich in mehrfacher 
Hinsicht. Zunachst erhéht die vermehrte Bromzufuhr den Bromgehalt 
des Blutes und senkt dadurch die Relation Cl: Br. Infolgedessen kommt es 
zu einer vermehrten Bromausscheidung, der Quotient Cl: Br im Harn wird 
erniedrigt. In der Tat zeigen Harne von Sauglingen aus dem zweiten 
Halbjahr auffallend kleine Cl : Br-Quotienten. 

Derart niedrige Werte kénnen nur mit einem, im Verhaltnis zum 
Chlor erhéhten Bromgehalt des Blutes in Einklang gebracht werden. 
Nur geht die Einstellung des Cl : Br-Gleichgewichts im Organismus nicht 
iugenblicklich vor sich, sondern ist an eine mehr oder minder lange Zeit 
gebunden. Es war daher auf Grund der Analysen des Nabelschnur- 
blutes zu erwarten, da} Sauglinge unmittelbar nach der Geburt weit 
hdhere Cl: Br-Quotienten im Harn zeigen mubten, als etwa nach Jangerer 
Milehnahrung. In diesem friihen Stadium konnte sich wohl das Cl : Br- 
Verhaltnis ein wenig gesenkt haben, ein Tiefstand, wie ihn die Harne der 
spateren Zeit zeigen, schien ausgeschlossen. Tatsdchlich liegen die 
Harnquotienten in der ersten Woche nach der Geburt wesentlich héher 
ils im zweiten Halbjahr. Am anuffalligsten tritt dieser Unterschied bei 
einem Harn vom zweiten Tage hervor. Der beobachtete Quotient reiht 
sich zahlenmabig vollkommen den Quotienten an, die im Harn von 


Erwachsenen beobachtet wurden 





Tabelle XVII. Chlor- und Bromausscheidung beim Saugling. 
r B 
Zei Cl: Br 
ig MA mg MA 

A ; 202.4 57,1 0,101 0.0126 4532 
ae 35.8 10.1 0.045 0.0056 [S04 
: ae 29,5 8,3 0.043 0,0053 1565 
a 78,7 22,2 0.077 0.0096 2318 
ms 90.8 25.6 1.072 0.9090 845 
i <: fies, Sta: 55.3 15.6 0.067 0.0984 L857 
2.Halbjahr ... 64.6 18,2 0,128 0.0160 1138 
4 134.7 38.0 0,280 0.0350 1LOS6 
= igen we 16.0 45 0.040 0.0050 9) 
2 Pee yee 124,1 35,9 0),224 0,0280 1250 
de 13.5 3.8 0,053 0 .O0bb 576 
si 150.7 42.5 0,280 0,0350 1214 
> 92,3 26.0 0,221 0,0276 942 


Schlubfolgerungen. 


Aus den vorliegenden Ergebnissen miissen wir den SchluB ziehen. 
daB das Verhaltnis Cl : Br in der Nahrung von ausschlaggebender Be- 
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deutung fiir den Bromgehalt des Blutes ist. Dieser zeigt sich somit als 
eine nach Ort und Zeit recht wandelbare GréBe. Nun scheint auch di: 
groBe Schwankungsbreite der Bromkonzentration im Blute verstandlic} 

Sie steht ganz unter dem EinfluB einer mehr oder minder groBen Zufuhy 
des Broms. Unter diesen Umstaénden kann man den Bromwerten det 
Literatur nur eine regionale Bedeutung zuerkennen. Im Organismus 
zirkuliert kein an EiweiB gebundenes Brom oder Brom in sonstiger orga 

nischer Bindung, sondern nur Bromidionen, die sich in ihrem Verhalte: 
eng an die Chlorionen anschlieBen. Da’ das Brom die Neigung zeigt, sic! 
in den Erythrocyten anzuhaufen, ist vom pharmakologischen Stand 

punkt aus beachtenswert. Immerhin verdient hervorgehoben zu werden 
da die Retention ber das normale Verteilungsverhaltnis hinaus seh 
labil ist und einem Angriff auf die Salzdepots des Organismus nicht 
standhalt. Natiirlich entfaltet das Brom im Organismus mit steigender 
Konzentration typische Wirkungen auf das Zentralnervensystem. Fin 
eine physiologische Bedeutung der geringen Brommengen jedoch, die im 
normalen Blute zirkulieren, ergibt sich kein Anhaltspunkt. Die Stellung 
vollends, die das Brom in eine Parallele zum Jod bringt, gebiihrt ihm 
sicher nicht. 

Zusammenfassung. 

1. Der Bromgehalt des normalen Blutes schwankt zwischen 0,160 bis 
0,400 mg-°,, der des Plasmas liegt héher, zwischen 0,180 bis 0,450 mg-° 
Der normale Bromgehalt ist infolge seiner geringen Konzentration ohne 
EinfluB auf die Héhe des Chlorspiegels. 

2. Das normale Brom zeigt zum Unterschied vom Chlor eine Re- 
tention in den Erythrocyten, so daB die Verteilungsquotienten starken 
Schwankungen unterliegen. Das Verteilungsverhaltnis wird wie das des 
Chlors von der Kohlensaurespannung des Blutes nach den Regeln des 
Anionenaustausches beherrscht. 

3. EnteiweiBung, Dialyse und Ultrafiltration geben keinen An- 
haltspunkt fiir die Existenz einer Brom-EiweifBverbindung. Auch 
ultrafiltrables organisches Brom konnte nicht nachgewiesen werden 
Das normalerweise im Blute zirkulierende Brom liegt als Bromidion vo1 

4. Die Ausscheidung des normalen Broms erfolgt parallel mit dem 
Chior in standiger Abhangigkeit vom jeweiligen Bromgehalt des Blutes, 
doch sind die Cl : Br-Quotienten im Plasma und Harn nicht identisch 

5. Das normale Brom ist standiger Begleiter des Chlors im inter- 
mediaren Stoffwechsel, sei es bei der Magensaftsekretion, beim Ubergang 
von salzreicher zu salzarmer Kost, oder bei der Deponierung in den 
Gewebsdepots. Salz-Wasser-Belastung und Gewebsdinretica fiihren zur 
Bromausschwemmung. 

6. Unter dem EinfluB der Milchnahrung kommt es beim Saugling zu 
einer Verschiebung der Relation Cl : Br im Organismus, die sich in einer 
Senkung der Cl : Br-Quotienten des Harns auBert. Neugeborene zeigen 
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n ihrem Harn bedeutend héhere Cl : Br-Quotienten, die mit dem Chlor- 
ind Bromgehalt ihres Blutes gemessen am Nabelschnurblut gut 
ereinbar sind. 
7. Fur eine physiologische Bedeutung des normalerweise im Blute 
zirkulierenden Broms ergibt sich kein Anhaltspunkt. Die Blut-Brom- 
werte der Literatur haben nur einen regionalen Wert. 


Herrn Dr. O. Watzlawek danke ich fiir seine Hilfe bei der Durchftihrung 
ier zahlreichen Bromanalysen. 
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Uber das Brom im Organismus Geisteskranker. 
Von Th. Leipert und 0. Watzlawek. 
(Aus dem Institut fur medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 18. Juli 1935.) 


Die Ergebnisse der Arbeit ,,Uber das Vorkommen des Broms in 
normalen Organismus* gaben uns den AnlaB, die viel umstrittene Frag: 


einer Bedeutung des Broms fiir den Ablauf psychischer Funktione: 


naher zu tiberpriifen. 


Zondek und Bier (1) glaubten bei manisch-depressiven und teilw 
auch bei schizophrenen Kranken einen geringeren Bromgehalt des Blutes 
gefunden zu haben, als in Normalfallen., und schlossen daraus, ,,daB dem 
Brom (vermutlich in organischer Bintlung) fiir gewisse Zellkomplexe des 
Zentralnervensystems eine Rolle im Sinne der Lenkung psychischer Funk 
tionen zufiele’*. Die Mitteilung erregte berechtigtes Aufsehen, bedeutete si 
doch nichts anderes, als da8 sich ein psychischer Vorgang durch eine chem 
sche Gleichung wiedergeben lasse. Als iibergeordnetes Organ, dem die 
Steuerung des ,,Bromstoffwechsels** obliegen sollte, galt die Hypophyse, 
nach Bernhard-Ucko (2) das relativ bromreichste Organ des Organismus 
Die Ergebnisse und Folgerungen von Zondek und Bier wurden teils be 
statigt, teils bestritten. Die Erérterungen endeten schlieBlich beim analyti 
schen Problem der Bestimmung kleinster Brommengen neben viel Chlor 
und zeigten die Unzulanglichkeit der Brombestimmungsmethode von 
Pincussen und Roman (3), auf die sich Zondek und Bier stiitzten. So sehen 
wir, daB Autoren, die nach der erwahnten Methode arbeiten, auch zu gleichen 
Ergebnissen kommen; Sacristan-Perqita (4), Klimke-Holthaus (5). Jacob- 
son (6) sieht im Hypophysenvorderlappen das bromreichste Organ und 
findet im Blute von Basedowikern mit starken nervésen Reizerscheinungen 
einen erhéhten Bromgehalt, der nach Beruhigung des nervésen Systems 
wieder absinkt. Werner (7) glaubt bei Tieren, die in Morphin- oder Chloral- 
hydratschlaf versetzt waren, einen niedrigeren Bromgehalt der Hypophyse 
beobachtet zu haben als an den Kontrolltieren. 

Die Anwendung anderer Brombestimmungsmethoden brachte Er 
gebnisse, die den Anschauungen von Zondek und Bier widersprachen. Ein 
Unterschied im Bromgehalt des Blutes Gesunder und Geisteskranker ist 
kaum zu erkennen. Quastel-Yates (8) finden, da8 peroral verabreichtes oder 
intravenés beigebrachtes Bromid bei Gesunden und Geisteskranken gleich 
rasch aus der Blutbahn verschwindet. Dixon (9) sieht bei Geisteskranken 
die gleiche groBe Schwankungsbreite im Bromgehalt des Blutes, wie sie auch 
bei Gesunden auftritt. Nach Urechia-Retezeanu (10) scheinen die Bromwerte 
des Blutes bei Psychosen etwas tiefer zu liegen als im Normalfall, allerdings 
ohne jede GesetzmaBigkeit. 

Wir selbst untersuchten an 21] Fallen den Bromgehalt des Blutes 
und Plasmas. Das Material verdanken wir dem freundlichen Entgegen- 
kommen von Herrn Prof. Dr. Pétel, Vorstand der psychiatrischen 
Klinik, und seines Assistenten Herrn Dr. Stengel. Die Auswahl der Faille 
mute mit groBer Sorgfalt geschehen und eine etwa erfolgte Brom- 
medikation wenigstens ein halbes Jahr zuriickliegen. Wir beschrankten 
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uns nicht allein auf Schizophrene und Manisch-Depressive, sondern 
untersuchten auch Psychosen jeder Art, fanden doch Zondek und 
Bier (11), daB verschiedene Erregungszustaénde und auch Lasionen 
bestimmter Hirnpartien sich unter Umstanden ebenfalls im Bromgehalt 
des Blutes auswirken. Die Diagnose war uns vor der Untersuchung un- 
bekannt und wurde uns erst nach durehgefiihrter Analyse mitgeteilt. 
Jede Tauschung ist damit ausgeschlossen. Zur Untersuchung kam 
Oxalat- bzw. Heparinblut. Die Methodik war die gleiche, wie sie bereits 
beschrieben wurde (}2). Auch im Laufe dieser Untersuchungen wurde 
der Chlor-Stoffwechsel gleichzeitig kontrolliert. 


Der Brom- und Chlorgehalt des Blutes Geisteskranker. 


In der Tabelle I sind die von uns beobachteten Brom- und Chlor- 
werte im Blute und Plasma Geisteskranker zusammengestellt. 


Tabelle I. 





>} 


Vollblut in mg- lasma in mg-°? 9 


Nr. Name, Alter und Diagnose wETES ES 
Brom Chior Brom Clor 
1 L. 46J. Progr. paralyse ..... | 0,205 2868 0,243 369,1 
2 St. 29J s ms ~ « « wo « f O2B4 | 2OBS i 0.204 | 4102 
3 | Sk. 83J. Taboparalyse ..... . | 0,427 | 3003 | 0,502  365,2 
4 P. 27J. Psychische Depression 
(Melancholie?). .... | 0,122 279.0 0,148 347.8 
5 F. 16J. Schizophrenie mit Depres- 
sion (Mischpsychose) . . 0,227 + 282,2 0,254  352,1 
6 H. 37J. Schizophrenie ...... 2.285 2893 2,758 365.9 
7 Ts 8, i ee bee 1.924 251.7 1,300 350.0 
8 iG. 48J. ‘ ee es | 0,164 | 286.5 | 0,210 . 361,0 
g K. 264. * , . . . | 8,037 | 284,0 | 9,666 | 370,5 
10 H. 44J. cs CE Ace ene 0.310 3801,7 0454 402.4 
11 dD. 19d. = ~ . «se | 0,492 | 286.8 | 0,630 | 847,1 
12 M. 43J. Paranoide Schizophrenie . 0.177 298.2 0.200 376.6 
13 Sch. 38 J. - iB . 0.171 276.2 0,234 357.4 
14 E. OZ. cs S . | 0.234 3046 0,367 381.5 
15 St. 567 J. . . 0.276 316.1 0.366 388.0 
16 E. 40J. Erregungszustand Lues lat. 0,217 | 317,383 | 0,253 | 367,7 
17 U. 49J. Erregungszustande.... 0.242 2875 0,300 392.0 
18 J. 58 J. Arteriosklerose Detnenz. . 0.317 3161 0.333 399.5 
19 Sch. 66J. Senile Demenz. ..... | 0,883 2893 1,172 3748 
20 Sch. 53 J. Chron. Alkohol. . . . .. 0,200 38141 0.219 350,7 
21 Sch. 65J. Meningitis. . .... . | 0,181 239.0 0,221 3085 


Die Schwankungen, denen der Bromgehalt des Blutes Geistes- 
kranker unterworfen ist, sind auBerordentlich gro}. Vom _ kleinsten 
Wert mit 0,122 mg-°, Brom steigen die Werte bis iiber 2 mg-°%% an und 
haben so den gleichen groBen Spielraum, wie ihn Guillaumin und 
Merejkowsky (13) bei ihren Normalfallen fanden. Der hohe Wert von 
8 mg-%, bei Fall Nr. 9 muB eindeutig auf eine Brommedikation zuriick- 


gefiihrt werden, auch wenn anamnestisch zunachst kein Anhaltspunkt 
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dafiir besteht. Wenn man bedenkt, daB wohl jeder dieser Patienter 
bevor er der Klinik ibergeben wird, eine symptomatische Behandlung 
durchmacht, bei der bromhaltige Sedativa an erster Stelle stehen, dann 
iiberrascht cin gelegentlich auftretender hoher Bromgehalt des Blutes 
nicht weiter. Auch Werte, wie sie Nr. 6 und 7 zeigen, erscheinen uns 
zweifelhaft und eher auf eine weiter zuriickliegende Brommedikation 
hinzuweisen. Von einer RegelmaBigkeit der Bromwerte bzw. eine1 
ausgepragten Erniedrigung gegeniiber den Normalfallen kann kein: 
Rede sein. 
Charakteristisch sind die Haufigkeitswerte: 

bis 0,2 mg-%, 6 Falle: 28,6 %, 

0,2 bis 0,3 : oe = 33,3 %, 

tiber 0,3 _,, She 38,0 %. 
Sie zeigen ein auffalliges Zuriicktreten der mittleren Werte und ein 
Anwachsen der Faille mit kleinen und hohen Werten gegeniiber den 
Normalfallen. Das Uberwiegen hoher Bromwerte ist im Hinblick auf die 
Haufigkeit einer Brommedikation bei psychiatrischen Fallen nicht weiter 
merkwiirdig; doch gibt die Zunahme der Falle mit Bromwerten unter 
0,2 mg-°,, immerhin zu denken. Diese Tendenz der Bromwerte nach 
unten wurde auch von Urechia und Retezeanu bei Psychosen beobachtet. 
Sie findet sich nicht regelmaBig, scheint jedoch auch nach unseren 
Untersuchungen tatsachlich zu bestehen. Wir glauben dafiir eine 
Erklarung im Verhalten des Chlorspiegels im Blute Geisteskranker ge- 
funden zu haben. Die Chlorwerte im Gesamtblut bewegen sich zwischen 
239 und 317 mg-%, die des Plasmas zwischen 308 und 410 mg-°). 
Unsere Normalfille enthalten 355 bis 409 mg-°% Chlor im Plasma. 
Davon zeigen 19 unter 34 Fallen, gleich 56%, Plasmachlorwerte iiber dem 
Mittelwert von 380 mg-%. Vergleichen wir damit die Plasmachlorwerte 
bei Geisteskranken, so zeigen nur 6 von 21 Fallen, gleich 28,6%, einen 
hoheren Chlorgehalt, als dem aus den Normalfallen errechneten Mittelwert 
entspricht. Der Unterschied ist auffallig. Der Chlorgehalt des Plasmas von 
Geisteskranken bewegt sich an der unteren physiologischen Grenz und zeigt 
Werte, wie sie sonst nur bei Patienten beobachtet werden, die auf koch- 
salzarme Diat gesetzt sind. Der Chlorgehalt des Plasmas eines gesunden 
Menschen dagegen strebt der oberen physiologischen Grenze zu. So 
scheint uns die Haufigkeit niederer Bromwerte bei Geisteskranken eher 
eine Begleiterscheinung einer allgemeinen Chlorverarmung zu sein, deren 
Ursache in einer Stérung des Salz-Wasserhaushalts, oder nur in eine 
mangelhaften Nahrungsaufnahme und der damit verbundenen geringen 
Salzzufuhr zu suchen ist. Damit fehlt eine der Hauptquellen, die dem 
Organismus Brom zufiihrt, und ein geringerer Bromgehalt des Blutes 
erklirt sich so auf natirliche Weise. 

Uberblicken wir unser Zahlenmaterial, dann sehen wir gerade in 

diesen psychiatrischen Fallen eine weitere Stiitze fiir die friiher auf- 
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gestellte Behauptung, daB Bromwerten im Blute nur eine regionale 
Bedeutung beizumessen ist. Haufige Gelegenheit zur Bromaufnahme, wie 
sie eine psychiatrische Klinik bietet, bringt einen gréBeren Prozentsatz 
hoher Blutbromwerte mit sich, wahrend eine verringerte Bromzufuhr zu 
einem niederen Bromgehalt des Blutes fuhrt. 


Verteilung des Broms zwischen Kérperchen und Plasma und physiko- 
chemiseher Zustand. 

Das Plasma enthalt auch bei den psvchiatrischen Fallen mehr Brom 
als das Vollblut, und die Verteilung von Chlor und Brom zwischen 
Kérperchen und Plasma ist die gleiche, wie wir sie an unseren Normal- 
fallen beobachtet haben. 


Tabelle I]. Verteilung des Broms und Chlors zwischen 
Erythrocyten und Plasma. 





mg-° 5 Brom mg-° 5 Chior 
Nr. Hamatekrit | __.__.__.. otnanal Br-Index © aes Cl-Index 
Koérperchen Plasma Kérperchen Plasma 
1 36,90 0,141 0,243 0,580 146,1 369,1 0,396 
5 37,18 0,086 0,210 0,410 160,6 361,0 0,445 
12 38,17 0,139 0,200 0,695 171,1 376,6 0,454 
18 38,50 0,290 0,333 0,871 183,3 399.5 0,459 


Der Chlor-index liegt normal in der iiblichen Schwankungsbreite. 
Der Bromindex zeigt teilweise ahnliche Verhaltnisse und liegt in einigen 
Fallen nur wenig hoéher als der Chlorindex. Haufig finden sich die auch 
bei Normalblut beobachteten Uberwerte des Verteilungsquotienten, die 
fir eine gréBere Affinitét der Erythrocyten dem Brom gegeniber 
sprechen. Das Brom im Blute Geisteskranker folgt den Regeln des 
Anionenaustauschs. 


Tabelle II]. Abhangigkeit des Chlor- und Bromindex von der 
Kohlensaéurespannung. 





mg-°', Brom mg-°', Chlor 
Nr Hamato- PAT _ Br- od. ots SRM Cl- 
= krit <irper- Inde <érper- Inde: 
¥ yong Plasma oo Plasma) 
8 Normal. ..... . || 36,76 | 0,299 | 0,502 0,596: 188,5 365,2 | 0,516 
Nach CO,-Behandlung | 37,88 0,407 0,440 0,924 217,5 350.7 0,620 
16 Normal. . 28.74 0,129 0,253 0.510 192.4 367,7 0,523 


Nach CO,-Behandlung 30.95 0,158 0,243 0,650 2478 348.5. 0,711 


Beim Durchleiten von Kohlendioxyd durch das Blut nimmt der 
Bromgehalt der Erythrocyten zu. Parallel damit wandert das Chlor. Die 
zugehérigen Indizes verschieben sich gleichsinnig. Wir schlieBen daraus, 
daB auch im Blute Geisteskranker das Brom wenn nicht ganz, so doch 
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zum gréBten Teil als Anion zirkuliert. Es gelingt weder mit chemischen 
noch mit physikalischen Methoden eine organische Bindung des Broms 
im KiweiBverband nachzuweisen. Nach Folin-Wu Enteiweifung findet 
sich das gesamte Brom des Blutes im eiweiBfreien Filtrat. 


Tabelle IV. sromgehalt im enteiweiBten Blute. 





mg-°'5 Brom mg-°', Brom 


Nr. —— 


Blut nach Enteiweifbung Blut nach Enteiweifur 
g 


0,205 0,192 6 2,285 2,206 
0,122 0,126 16 0,217 0,223 
Auch eine physikalische Bindung an die Kolloide des Blutes kénnen 
wir ausschlieBen. Dialysierversuche, bei denen Plasma durch Pergament 
bzw. Kollodiummembranen gegen flieBendes Wasser dialysiert wurde, 
zeigen, daB das gesamte Brom leicht wegdialysiert. Das nach der Dialyse 
zuruckbleibende Plasma erweist sich als bromfrei. Ultrafiltrationen, dir 
unter den gleichen Bedingungen wie beim Normalblut durchgefiihrt 
wurden, lassen keinen Unterschied zwischen dem physiko-chemischen 
Zustand des Broms im Normalblut und im Blute Geisteskranker er- 
kennen. Im Ultrafiltrat findet sich das Brom in héherer Konzentration 
als im Plasma. 


Tabelle V. Bromgehalt von Plasma und Ultrafiltraten. 





mg-°/) Brom 


Plasma Ultrafiltrat 





0,148 0,154 
1.300 1,338 
16 0,253 0,267 


Stets geht das Brom dabei parallel mit dem Chlor (Nr. 12). 


Plasma: 0,200 mg-% Br, 376,6 mg-% Cl 
Ultrafiltrat: 0,202 » Be, . 386,1 ’ 


Wir finden keinen einzigen Unterschied im physiko-chemischen Zustand 
des Broms im Blute Geisteskranker und Gesunder. Alle Befunde 
sprechen dafiir, daB auch im Blute Geisteskranker das Brom nur als 
Anion zirkuliert. 


Ausscheidung des Broms und Chlors bei Geisteskranken. 


Das Verhalten des Broms bei der Ausscheidung bringt eine weitere 
Stiitze fiir den ionalen Charakter des Broms im Blute Geisteskranker 
Die Héhe der Bromausscheidung bei Geisteskranken ist ebenso von 
der Héhe der Bromkonzentration im Blute abhangig (s. Tabelle I), wie 
bei den Normalfallen. Auch der EinfluB der jeweiligen Chlorkonzen- 
tration des Harns tritt deutlich hervor, am scharfsten bei Fall Nr. 7 und 
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Tabelle VI. Chlor- und Bromausscheidung bei Geisteskranken. 





Brom Chior Harn Plasma 


" = Cl Cl 

M. A. g- M. A. ar = |p: 
0,328 0,0410 581,9 164,1 4092 3424 
0,454 0.0568 483,6 136.4 2400 1640 
0,163 0,0204 445,0 125,5 6152 5303 
4,024 0.5935 819.8 231.2 459 299 
0,334 0,0418 179,4 50,6 1210 607 
0,194 0,9243 501,0 141, 5815 3871 

17,587 2,201 936.8 264! 120 86,4 
1,192 0,1490 1298,0 340,7 2287 1242 
0,525 0.0657 1037.1 292.5 4460 3271 
0,363 0,0454 838,6 236.5 5209 3610 


. A. = Milliiiquivalente pro Liter. 


Nr. 11. Nr. 11 scheidet bei einem Bromgehalt des Plasmas von 
0,630 mg-°, einen Harn mit 1,192 mg-° Brom aus, Fall Nr. 7 dagegen, 
trotz der hohen Bromkonzentration des Plasmas von 1,300 mg-°,, einen 
Harn mit nur 0,334 mg-°% Br. Dieser Harn enthalt 179,4 mg-% Cl, 
eine Konzentration, die gegeniiber Fall Nr. 11 mit 1208,0 mg-% Cl 
wesentlich erniedrigt ist. Gleichwohl besteht keine strenge Proportio- 
nalitat, etwa das im Sinne von Frey (14) und Moller (15) die Cl: Br- 
Quotienten im Plasma und Harn identisch wiirden. Stets iiberwiegt 
der Quotient im Harn, unter Umstanden sogar recht bedeutend. Es 
wird daher weniger Brom ausgeschieden als man auf Grund des Chlor- 
Bromgehalts des Plasmas erwarten kénnte. Das gilt nicht allein fiir die 
kleinsten Mengen, sondern trifft auch zu, wenn auferordentlich mehr 
Brom ausgescnieden wird, wie etwa nach Brommedikation im Falle 
Nr. 9. Auch hier ist der Cl: Br- Quotient des Harns gréBer als der des 
Plasmas. 
Brom und Chlor im Liquor. 


Substanzen, die einen Einflu8 auf das zentrale Nervensystem aus- 
iiben, miissen primar im Liquor erscheinen [Stern und Gautier (16))]. 
Auch ein EinfluB des Broms ist mit Umgehung des Liquors undenkbar. 
Wir untersuchten daher an einer Reihe von Fallen neben der Brom- 
konzentration im Blute und Harn auch gleichzeitig die des Liquors. Die 
absoluten Bromkonzentrationen schwanken in weiten Grenzen, sind 
jedoch in ihrer Abhaingigkeit von der Bromkonzentration des Plasmas 
recht konstant. 

Nach Zondek und Bier soll der Liquor bei Manisch-Depressiven 
bromfrei sein oder nur Spuren Brom enthalten. Wir fanden in jedem von 
uns untersuchten Liquor Brom. Auch der Liquor der manisch-de- 


pressiven Patientin P. enthielt gut bestimmbare Mengen Brom. die die 
gleiche Abhangigkeit von der Héhe der Bromkonzentration im Blute 
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Tabelle VII. Brom- und Chlorgehalt des Liquors. 





Brom Chior Br-Plasma 


Br-Liquor 


mg-°/9 M. A. mg-°); 


0,092 0,0115 451,4 127.3 
0,210 0.0263 482 2 136.0 
0.042 0.0053 447.5 126.2 
0,815 0,1020 425,5 120.0 
0,325 0,0407 441,1 124,4 
0,061 0,0076 454.9 128.3 
0,058 0,0073 458,5 129.3 
0.074 0.0093 425.8 129,1 


zeigten wie die tibrigen Falle. Auffallig erscheint die geringe Durch- 
lassigkeit der Blut-Liquor-Schranke fiir Brom. Bereits Hoppe (17 
fand, daB sich Brom im ganzen Organismus mit dem Chlor ins Gleich- 
gewicht setzt, nur in der Lumbalfliissigkeit nicht. Chlor ist leichte: 
permeabel und findet sich im Liquor stets in héherer Konzentration als 
im Plasma in Ubereinstimmung mit dem Donnanschen Gesetz. Die 
Bromkonzentration im Liquor erreicht niemals Werte wie sie ein 
Donnan-Gleichgewicht unter physiologischen Verhaltnissen erfordern 
wirde (18). In der Bromverteilung zwischen Blut und Liquor zeigt sich 
somit ein wesentlicher Unterschied gegeniiber dem Chlor. Allerdings 
laBt dieser Unterschied keinen SchluB zu auf eine Besonderheit physi- 
kalischer Art, die nur dem normalerweise im Organismus zirkulierenden 
Brom zukommt. Die gleiche Verteilung finden wir auch, wenn dem 
Organismus Bromid von aufBen zugefiihrt wird. Walter (19) griindete 
auf diese Verschiedenheit in der Verteilung des Broms zwischen Blut 
und Liquor eine Methode zur Priifung der Pe: meabilitat der Meningen. 
Der Waltersche Quotient a betragt beim Normalen etwa 2,9 bis 
: Br- Liquor 

3,3. Héhere Werte sprechen fiir verminderte, kleinere Werte fiir er- 
héhte Durchlassigkeit. Unsere Quotienten sind in der Tat den von 
Walter mitgeteilten Relationen auberordentlich ahnlich und 
zeigen auch die von ihm bei Geisteskranken beobachtete Breite. So 
spricht das abweichende Verhalten des Broms im Liquor eher fiir eine 
verminderte Permeabilitat der Meningen gegeniiber gewissen Anionen, 
als fiir einen Ausnahmefall beim Brom. Erscheinen doch auch andere 
Anionen — Sulfat-ion — Phosphat-ion — im Liquor in einer niedrigeren 
Konzentration als im Blute und ist es uns doch bisher ganz unbekannt, 
welche Zwischenphasen bei der Einstellung des Ionen-Gleichgewichts 
zwischen wasseriger, bzw. eiweiBreicher Lésung im Organismus durch- 
laufen werden. Frey (20) findet im Liquor von Katzen und Hunden 
nach Bromidgaben dieselbe Cl: Br-Relation wie im Plasma. Die ab- 
soluten Werte weisen auf ein Donnan-Gleichgewicht hin. Dieser Befund 
kénnte zwar die hohe Empfindlichkeit der Katze gegen Brom erklaren, 
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lie bereits Kunkel (21) erwahnt, doch fehlt jede Erklarung dafiir, daB 
1uch beim Hunde zwischen Plasma und Liquor ein Donnan-Gleich- 
gewicht zu bestehen scheint. 

Schlubfolgerungen. 

Unsere Befunde zwingen zum SchluB, daB sich das Brom im Orga- 
nismus Geisteskranker weder chemisch noch physikalisch vom Brom 
unterscheidet, das im Organismus des normalen Menschen zirkuliert. 
Wie dieses liegt es als Bromid-ion vor, sein physiko-chemischer Zustand 
ist der gleiche wie der des Bromids in einer wasserigen Lésung. Die 
groBe Schwankungsbreite des Bromgehalts im Blute weist deutlich auf 
einen alimentaren EinfluB hin. Das zahlenmaBige UCherwiegen niedriger 
Werte im Vergleich zu den Normalfallen findet eine natiirliche Er- 
klarung durch eine allgemeine Chlorverarmung, die in mangelhafter 
Ernahrung begriindet sein diirfte. DaB das Brom im Organismus 
Geisteskranker sich auch sonst dem intermediaren Stoffwechsel des 
Chlors anpaBt, konnten Quastel und Yates zeigen. Sie sahen bei Geistes- 
kranken einen Abfall der Bromkonzentration des Blutes nach der 
Mahlzeit und Zunahme des Bromgehalts im Magensaft. Unter diesen 
Umstanden eriibrigt es sich, die Bedeutung der Hypophyse fiir die endo- 
krine Regelung des ,,Bromstoffwechsels“ zu diskutieren. In der Tat 
konnte Dixon zeigen, daB der Bromgehalt der Hypophyse Geistes- 
kranker ebenso groBe Schwankungen aufweist, wie der normaler Hypo- 


physen. Fiir die Existenz eines bromhaltigen Inkrets ergab sich kein 
Anhaltspunkt. So kénnte die Hypophyse héchstens indirekt iiber die 
tegelung des Wasserhaushalts einen EinfluB auf den Bromgehalt des 
Ofganismus gewinnen, doch wiirde davon das Chlor in gleicher Weise 


betroffen werden. 
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Die Blutjodwerte. 


Von Helmut Doering. 
(Aus der Universitatskinderklinik Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1935.) 
Einfiihrung. 


Schwaibold und Reith (1) (2) sowie Pfeiffer (3) haben in den letzte: 
Jahren Jodbestimmungsmethoden in organischen Materialien aus 
gearbeitet, die es erméglichen, die Veraschung im geschlossenen Systen 
durchzufiihren. Mittels dieser beiden Verfahren sind nun von _ ver- 
schiedenen Seiten Blutjodanalysen ausgefiihrt worden, die wesentlic! 
héhere Werte ergaben, als man nach der alten Fellenbergschen M: 
thodik (4) der Veraschung im offenen Tiegel erhalt. Die Frage de 
richtigen Blutjodwerte ist damit heute umstritten. Im allgemeinen hat 
man jedoch zu den hohen Jodwerten ein gréBeres Zutrauen als zu den 
niedrigen, und man erklart sich letztere durch Jodverluste zustand: 
gekommen, die bei der Veraschung im offenen Tiegel nicht zu ver- 
meiden seien. Meiner Meinung nach wird dabei viel zu wenig beachtet, 
daB die Méglichkeit, zu hohe Werte zu bekommen, auBerordentlich gro 
ist. Das zum SchluB vorliegende Jod darf ja nur auf Grund der Reaktion: 
HJO, +5 HJ 3 J, + 3 H,O gebildet worden sein. Ist nun aber auch 


nur eine Spur eines oxydierenden Agens zugegen, so titriert man nicht 


nur das nach obiger Gleichung entstandene Jod, sondern auch solches 
das von diesem Oxydationsmittel aus dem zugesetzten Kaliumjodid in 
Freiheit gesetzt worden ist, und man erhalt damit hohe ,, Blutjodwerte’. 

Was spricht nun fiir die mit der Fellenbergschen Methode gefundenen 


tw) 


Die gleichen Resultate verschiedener Autoren, die Ubereinstimmung 


niedrigen Jodwerte, was gegen sie ? 


von Doppelanalysen, sowie das Wiederfinden von Jodzusiétzen ver- 
schiedener Form sind zwar noch kein Beweis fiir die Richtigkeit det 
Methode, sprechen aber fiir sie. Da nun aber bei der Veraschung orga 
nische Verbindungen unverbrannt fliichtig gehen, kann man den Ein- 
wand machen, daB ja auch hierbei organische Jodverbindungen ver- 
loren gehen kénnen. Es ist nur dann nicht einzusehen, warum von voll- 
kommen unabhangig voneinander arbeitenden Analytikern trotz ver 
schiedener Arbeitsweise nach einer nur im Prinzip gleichen Method 
die Blutjodwerte iibereinstimmend gefunden werden, wenn man nicht 
annimmt, daB das Jod im Blute in zwei verschiedenen Fraktionen 
vorkommt, einer schwerfliichtigen, die bei der offenen Veraschung er- 
faBt wird, und einer leichtfliichtigen, die dabei entweicht. Die Frage 
der Existenz einer leichtfliichtigen Blutjodfraktion und damit det 
Brauchbarkeit der Fellenbergschen Methode fiir Blutjodbestimmungen 
l4Bt sich somit nur durch eine Veraschung im geschlossenen System, bei 
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der organische Jodverbindungen nicht unverbrannt fliichtig gehen 
kénnen, beantworten. 
Nachdem ich anfangs die Veraschung nur im offenen Tiegel aus- 


gefiihrt hatte, habe ich, um diese fiir die Physiologie so wichtige Frage 


zu klaren, sowohl mit der Schwaibold- Reithschen als auch der Pfeiffer- 
schen Methode gearbeitet. Im folgenden bespreche ich jede der beiden 
Methoden einzeln fiir sich. 
lL. Teil: 
Die Veraschung im Rohr nach Schwaibold-Reith. 


Verlegt man die Veraschung aus dem offenen Tiegel in ein geschlossenes 
Rohr, durch dessen eines Ende man Sauerstoff emleitet oder Luft hindurch- 
saugt, und an dessen anderes Ende man Waschflaschen mit alkalischem 
Inhalt angeschlossen hat, durch die man die Verbrennungsgase hindurch- 
leitet, so kommt man von der Fellenbergschen Methode zum Prinzip der 
Methode von Schwavhbold- Reith (1) (2). 

Widmann (5) hat nach diesem Verfahren gearbeitet und berichtet, daB 
es sich im Sonderfall der Veraschung von Blut nie ganz vermeiden lieB, 
da®B weiBe Dampfe das Rohr passierten und durch vorgeschaltete Wasch 
flaschen mit verdiinnter Pottasche «sung hindurchgingen. Er fangt diese 
wei8en Dampfe in einer vorgeschalte.cn Waschflasche mit Schwefelkohlen 
stoff auf und findet hier das gesamte Blutjod vor. Fiir normales menschliches 
Blut bekommt er einen Jodwert von 327-%,. Im Gegensatz zu diesem 
hohen Wert finden Baumann und Metzger (6) nach zweimaliger Veraschung 
im geschlossenen Kolben Werte von 8 bis 10 +7-°,, die mit den Werten der 
Fellenbe rgschen Methode gut tibereinstiummen. Andere mittels dieser 
Methode gewonnene Blutjodwerte sind in der Literatur nicht verdffentlicht 
worden. 

Mit grundsatzlich ein und derselben Methode sind also hier ganz ver- 
schiedene Blutjodwerte erhalten worden, und es war nun die Frage, welche 
von den beiden Arbeiten die richtigen Werte geliefert hatte. Mir schien es, 
daB Widmann sich getauscht haben mute. Es ist namlich nicht einzusehen, 
warum das Jod, das man beim Veraschen nach der Fellenbergschen Methode 
im offenen Tiegel vorfindet, beim Veraschen im geschlossenen Rohr zu 
100°, dieses Rohr verlaBt, durch zwei vorgeschaltete Waschflaschen mit 
verdiinnter Pottaschel6sung hindurchgeht, um dann von der Schwefel- 
kohlenstoffvorlage abgefangen zu werden. Ich wandte mich, um diese 
Frage zu klaren, an Widmann, der mir treundlicherweise seinen elektrischen 
Verbrennungsofen iiberlieS. 

Um nun eine moéglichst volistandige Verbrennung des Blutes um Rohr 
erzielen zu kénnen, untersuchte ich den Verbrennungsvorgang naher und 
fand dabei folgendes: Die auftallend wei®en Dampfe oder Nebel, die neben 
viel Rauch beim Erhitzen des Blutes im Rohr auftreten, bestehen aus 
Ammoniumearbonat. Blut ist ja sehr reich an Stickstoff, der als Ammoniak 
abgespalten wird, sich mit Kohlensiure zu Ammoniumcarbonat vereinigt 
und dabei weije Nebel bildet. Erhitzt man das Blut sehr schnell und leitet 
wenig Sauerstoff ein, so treten derartige Nebelmengen auf, da® es an den 
kalteren Teilen des Rohres zur Ausscheidung von Hirschhornsalz kommt 
Die Schwierigkeit der Verbrennung von Blut liegt nun darin, daB sich diese 
Nebel von Ammoniumearbonat im gebildeten Kondenswasser an den 


kalteren Stellen des Rohres anreichern und beim Fortschreiten der Ver 


brennung, beim HeiBwerden dieser anfangs kalten Teile des Rohres sehr 
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rasch eine an Kohlenséure, Ammoniak und Wasserdampfen reiche Atm: eI 
sphare geben, die ftir die Verbrennung sehr ungiinstig ist. Ich verandert le 
daher die Verbrennungstechnik und beschreibe im folgenden an ihr nur da- \ 
was sich als besonders giinstig erwiesen hat, um zu verhindern, daB Rau lie 
und organische Verbindungen unverbrannt aus dem Rohr hervortrete: fii 
Die Apparatur setze ich als bekannt voraus. Im iibrigen halte man sich ar A 
die Vorschrift, die Schwazbold (1) fiir die Veraschung schwerverbrennbaré 

Substanzen angibt. Man beginne mit der Verbrennung des Blutes an dem kK 
Ende des Schiffchens, das den Vorlagen zugekehrt ist. Dabei tritt die Nebe la 
und Rauchbildung gegen die Sauerstoffstromrichtung nach dem kalten Ende by 
des Rohres auf, durch das Sauerstoff eingeleitet wird. Man laBt nun hie: 

nicht zuviel Nebel, Kondenswasser und braunes Ol, das bei der Verbrennung vi 
auch entsteht, sich absetzen, sondern treibt das alles, nachdem man etwa 5 
ein Drittel des Blutes verbrannt hat, durch vorsichtiges Facheln mit einer w 


leuchtenden Gasflamme portionenweise tiber. Dabei achtet man daraut, 
da8 durch das eine im Innern des Verbrennungsrohres befindliche Sauerstoff.- 
zuleitungsrohr reichlich Sauerstoff zugefiihrt wird, wahrend das andere 
nur einen geringen Sauerstoffiiberdruck aufweisen soll. Es gelingt auf diese 
Weise, die Verbrennung so durchzufiihren, da8 alles Ammoniak zu Stick 
oxyden verbrannt wird und keine sichtbaren Verbrennungsgase das Roh: 
verlassen. Die beiden Vorlagen bleiben wasserklar, und die Schwefelkohlen- 
stoffvorlage eriibrigt sich. Die Aufarbeitung geschieht ebenso wie bei der 
Fellenbergschen Methode und unterscheidet sich nur dadurch von ihr, da’ 
eine Reduktion eingeschaltet werden mu8, um die aus den Vorlagen 
stammenden in den alkoholischen Extrakt hineingehenden oxydierenden 
Stoffe zu beseitigen. Ich nahm die Reduktion im alkalischen Medium so 
vor, daB ich den im Wasser aufgenommenen alkoholischen Auszug mit 
0,leem gesattigter Kaliumcarbonatlésung und einer Spur Aluminium 
pulver versetzte und erhitzte. Der nascierende Wasserstoff reduziert die 
oxydierenden Stoffe. Zugesetzte Kaliumjodidmengen werden wieder- 
gefunden. Es geht also nichts dabei verloren. Reste von salpetriger Saure e 
werden nach Reith (2) vor dem Verkochen mit Bromwasser mittels eine! n 
5° igen Natriumazidlésung nach der Gleichung HNO, + N,H = N,O Vv 
+ N, + H,O zerstért. Bei getrennter Aufarbeitung von Rohr und Vorlagen 

ist bei der Aufarbeitung des Rohres eine Reduktion mit Alluminiumpulver - 
nicht nétig. Es befinden sich im Rohr nur sehr wenig Nitrite, die auch bei 

der Oxydation mit Bromwasser nicht zu stéren brauchen. Man beseitigt sie 

jedoch vorsichtshalber am besten vor dem Verkochen mit Bromwasser mit =. 
1 bis 2 Tropfen einer 5°,igen Natriumazidlésung. Kaliumjodat, das sich 
der Alkoholextraktion entzieht, habe ich, wenn ich den Riickstand der 
alkoholischen Extraktion untersuchte, nicht finden kénnen. Die Jodwerte 
sind dieselben, wie man sie nach der Fellenbergschen Methode erhalt. 

Es ist darauf zu achten, da8 der in Wasser aufgenommene alkoholische 
Riickstand auch nicht im geringsten irgendwie gefarbt, sondern wasserklar 
sein mu8. Ist das nicht der Fall, so gibt man '/,cem gesattigter Kalium- 
carbonatlésung hinzu, dampft in einer Nickelschale zur Trockne, erhitzt 
vorsichtig und extrahiert noch einmal mit Alkohol. Man erhalt dann zum 
Schlu8 eine klare, saubere Lésung. Achtet man darauf nicht, so gibt es 
hohe ,,Blutjodwerte** und keinen scharfen Endpunkt beim Titrieren. Durch 
eine Anlagerung von Brom bei der Oxydation an die Verunreinigungen und 
nachherige Abspaltung werden hohe Jodwerte vorgetauscht. Das im 
Schwefelkohlenstoff von Widmann gefundene Jod ist kein Blutjod, sondern I 
nur solches, das auf die eben erwahnte Art zustande gekommen ist. Das ( 
Gleiche gilt fiir die hohen Werte, die er mittels der Fellenbergschen Methode 
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erhalt, wenn er die Veraschung bei niederer Temperatur vornimmt, so daf 


las Filtrat eine Braunfarbung aufweist. 
Rohr und den 


\ufarbeitung von 
liegt das daran, daB er die salpetrige Saure nicht entfernt hat. Das Wieder- 


finden 


von zugesetzten 


Analysen tiberein. 


Verbrannt 
Kaliumcarbonatlésung 
lang im Trockenschrank bei 90 bis 
ungefahr 3 Stunden. 


brennung dauert 


,cem gesattigter Pottaschelésung. 
vor und nur ein kleiner Teil wird in den Vorlagen erhalten. 


habe ich stets 


alkalisch 


Jodmengen 


5,0 cem 
gemacht 
Loo? 


Pottaschevorlagen 


im Rohr 


stimmt 


Blut, die mit 
worden 
vorgetrocknet 


nichts 


waren 


auch 


0,3 cem 
und 
waren. 


Wenn Widmann bei gemeinsamer 


bekommt, so 


mit meinen 


gesattigter 
5 Stunden 


Die Ver- 


Die beiden Vorlagen enthielten je 
Fast alles Jod findet 


sich 


im Rohr 


In den folgenden 


Tabellen I und II werden die Analysenresultate mit und ohne Jodzusatze 


wier lergegeben. 





Tabelle I. Analysen ohne Jodzusatze. 
Jodgehalt des Blutes in 7- 
bei der Veraschung nach 
Nr. Blutart - - 
Ne hope oldeq- 
Welicalers Se _— ld Pfeiffer 
1 Hundeblut Fi ee ae a 8 9 10 — 
2 Normales menschliches Serum 43: 12 hi 12... 23 a 
3 Kalberblut 6 e £6 7 7 7 
+ Rinderblut . ee eee 17 18 19 17 17 16 
5 Normales menschliches Blut 
(34 Jahre) ey" : 10 115 10 la 32 
6 Normales menschliches Blut 
(27 Jahre) é 12 11 10 


Die Jodwerte sind in der vorliegenden 
©. abgerundet, da die Angabe einer Dezimale 
Genauigkeit 


einzigen (11,5) auf ganze 
Komma 


nach 


dem 


vorhanden ist. 


Tabelle 


nur eine 


Tabelle mit 


vortauschen 


II. Analysen mit Jodzusatzen. 


wiirde, 


Ausnahme eines 


die nicht 





Nr. siehe 


Tabellel | 9008 


6 
6 


Die Jodzusatze zum 


0.90 
0,90 
0,53 


0.37 
0.37 
0,37 
0,82 
0,82 
0.50 
0.50 





Zugesetztes 
d in 


(KJO 


1.06 
1,27 
1,27 


Bereec} 
T ir 





Verascht nach Pfeiffer 


0.85 
O.85 
1,69 
1.05 
1.48 
1,27 
1,48 


1,22 
1,22 
2.06 
1,87 
2.30 
1,77 


1,98 


Erhaltene 
Jodmenge 


Verascht nach Schwaibold- Reith 


1.90 


1,75 


to 


- 
Ww 


| 
ee OO 


3lut Nr. 3 waren mir bekannt, alle ibrigen un- 


] 


bekannt. Um nicht Jodmengen zu analysieren, die von einer ganz anderen 
s sie im Blute vorliegt, hatte ich gebeten, nicht mehr 


GréBenordnung sind, a 


als 2y Jod zu 


5 eem Blut hinzuzusetzen. 
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II. Teil: 
Die Veraschung mit Perhydrol und Schwefelsiiure nach Pfeiffer. 


Sei dieser von Pfeiffer (3) ausgearbeiteten Methode erfolgt die Ze: 
storung der organischen Verbindungen in einem geschlossenen Kolbe: 
mittels Perhydrol und konz. Schwefelsiure. Das dabei frei werdende Jod 
wird durch eine Wasserdampfdestillation als J, und HJ in Vorlagen mit 
alkalischem Inhalt iibergefiihrt. 

Glimm und Isenbruch (7), Mébius (8), Liicker (9) und Fasold (10) e: 
halten mittels dieses Verfahrens Blutjodwerte (20 bis 40 °,), die wesentlich 
hoher sind als diejenigen, die man mit der F’el/lenbergschen Methode bekommt. 
In guter U bereinstimmung mit der letztgenannten Methode erhalt Le ipert(1] 
der das Pfeiffersche Verfahren stark abgeandert hat, fiir normales mensch 
liches Blut Werte von 13 + 4 +-%Q. 

Die hohen Blutjodwerte der oben genannten Autoren schienen mit 
vorgetauscht zu sein. Aus der letzten Arbeit von Pfeiffer (3) geht namlich 
hervor, daB die Lésung zum SchluB der Analyse noch unlésliche Teilchen 
und Kohlenpartikelchen enthalt, von denen abfiltriert wird. Ich hatte bei 
meinen Blutjodanalysen nach den anderen beiden Methoden die Erfahrung 
gemacht, daB, wenn zum Schlu8 die Lésung nicht ganz klar und sauber ist, 
ein Filtrieren allein nichts niitzt. Es gehen bei der Filtration auch immer 
etwas kolloidale Teilechen durch das Filter hindurch und verursachen bei der 
Bestimmung von Jodmengen der Gré8enordnung, wie es im Blute vorliegt, 
derartige Fehler, daB die ganze Analyse unbrauchbar wird. 

Ich fiihrte nun Blutjodbestimmungen nach der P/feifferschen Methode 
aus und arbeitete mit 5 oder 10 cem Blut. Pro cem Blut verwandte ich 
teem konz. Schwefelsiure und ungeféhr 11. cem Perhydrol. Da ich ohne 
eine von Pfeiffer eingefiihrte ,,Zusatzverbrennung™ die Veraschung aus 
fiihrte — die hohen Blutjodwerte sind ja sowohl mit als auch ohne ,,Zusatz- 
verbrennung’ erhalten worden —, gingen bei der Destillation neben dem 
Jod, Chlor und Brom auch unzersetzt organische Stoffe, wie die Fettsauren 
des Blutes in die Vorlagen tiber. Der Inhalt der Vorlagen wurde in einer 
Nickelschale eingedampft und iiber freier Flamme bis zu_ beginnendet 
schwacher Rotglut erhitzt. Dabei werden nicht nur die Fettsauren, sondern 
auch die Sauerstoffverbindungen der Halogene zerstért. Von etwas ubrig 
bleibender Kohle wird abfiltriert. Die weitere Aufarbeitung, Alkohol- 
extraktion usw., wird in der bekannten Weise vorgenommen. Der in Wasser 
aufgenommene eingedampfte alkoholische Extrakt mu8 nun wasserklar 
sein, da man sonst ,,Blutjodwerte’* von jeder beliebigen GroBe bekommt. 
Ich erhielt, wenn ich diese Spuren organischer Substanz nicht entfernte, 
Werte, die nicht nur zwischen 20 bis 40 7-°, lagen, sondern auch solche, 
die noch betrachtlich gréBer waren. Es findet dann auch sehr leicht ein 
Nachblauen statt, so daB man keinen scharfen Endpunkt erhalt. Bei einer 
nicht ganz sauberen Lésung bleibt nichts anderes tibrig, als diese Losung 
mit ungefahr '/,cem gesdttigter Kaliumcarbonatlésung zu versetzen und, 
wie ich das schon im Teil I angab, weiterzubehandeln. Man erhalt dann eine 
klare Lésung und die Blutjodwerte sind von der gleichen GréBe wie man sie 
bei der Fellenbergschen Methode bekommt. Analysenresultate mit und 
ohne Jodzusatze sind in Tabelle I und II zu finden. 


Zusammenfassung. 
1. Die mit der Fellenbergschen Methode gewonnenen niedrigen 
Blutjodwerte sind richtig, da sie auch mit der Schwaibold- Reithschen 
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und der Pfeiferschen Methode bei richtiger Handhabung derselben er- 
halten werden. Es existiert somit keine leichtfliichtige Blutjodfraktion, 
die bei der Veraschung im offenen Tiegel verloren geht. 

2. Die mittels der Veraschung im geschlossenen System gefundenen 
hohen ,,Blutjodwerte‘ sind unrichtig und kommen dadurch zustande, 
daB sich zum SchluB noch Spuren von Oxydationsmitteln in der Analyse 
befinden, die aus dem zugesetzten Kaliumjodid in saurer Lésung Jod 


in Freiheit setzen. 

2. Die hohen ,,Blutjodwerte“ kénnen sowohl durch eine nicht 
restlose Beseitigung der bei der Veraschung im geschlossenen System 
immer entstehenden Oxydationsmittel zustande gekommen sein, als 
auch dadurch, daB das zugesetzte Chlor oder Brom bei Gegen- 
wart von Spuren organischer Verunreinigung durch Verkochen nicht 


vollkommen entfernt worden ist. 


Literatur. 


1) Schwaibold, diese Zeitschr. 240, 441, 1931. 2) Reith, ebenda 216, 
249, 1929; 224, 240, 1930. 3) Pfe if fe r, ebenda 256, 215, 1932. 41) Fellen- 
berg, ebenda 139, 371, 1923. 5) Widmann, ebenda 254, 223, 1932. 
6) Baumann u. Metzger, J. of biol. Chem. 98, 1932. 7) Glimm u. Isenbruch, 
diese Zeitschr. 207, 368, 1929. 8) Moebius, ebenda 258, 275, 1932; Biirger 
u. .Mébius, Klin. Wochenschr. 38, 1349, 1934. 9) Laicker, Deutsch. Arch. 
f. klin. Med. 175, 681, 1933. 10) Fasold, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 56, 
408, 1934. 11) Letpert, diese Zeitschr. 261, 437, 1933; 270, 448, 1934. 











Farbenreaktionen der Weinsaure, Citronensaure 
und Aconitsaure. 
Von 
Otto Fiirth und Heinz Herrmann. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Wiener Universitat. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegenstiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 6. Juli 1935.) 


Eine Zufallsbeobachtung hat unsere Aufmerksamkeit auf schén¢ 
Farbenreaktionen gelenkt, welche die Weinsdure, Citronensdure und 


Aconitsdure mit Pyridin und Essigséureanhydrid geben und welche 


den Nachweis dieser Séuren in biologischem Material zu erleichtern 
geeignet sind. 

Wird ein Kérnchen Weinsdure (etwa 5 mg) mit einem Gemenge 
von 3,5 ccm Pyridin und 1,5 ccm Essigséureanhydrid 10 Minuten lang 
im Wasserbade erwarmt, so tritt eine Smaragdfarbung ein, die sich 
bei weiterem Erwarmen nicht verandert. Die griine Lésung setzt auf 
Atherzusatz einen griinen Niederschlag ab. Citronensdure, analog be- 
handelt, gibt eine karminrote, Aconitsdure! 

CH,.COOH 
C .COOH 


CH .COOH 
eine sch6n violettrote Farbung. Tricarballylsdure 


CH,.COOH 
CH .COOH 


CH,.COOH 


gibt nur zégernd eine blaurote Farbung. Apfelsdure, Fumarsdure, 
Maleinsdure, Citraconsdure 
CH,—C.COOH 


H .C.cCOOH 


1 Nach Ch. S. Taylor (J. Chem. Soc. 115, I], 887, 1919) gibt Aconit- 
sdure auch mit Essigsaureanhydrid allein (ohne Pyridinzusatz) eine Farben- 
reaktion: rosa, dann dunkelrot, beim Erwarmen blaugriin. Anscheinend 
handelt es sich um ein Gemenge zweier Farbstoffe: eines wasserléslichen, 
roten und eines atherléslichen, blauen. Citronensdure gibt diese Reaktion 
nicht, wohl aber wenn sie in einem Reagenzglase geschmolzen wird, wobei 
Spuren von Aconitsaéure entstehen. Itaconsaure, Citraconsdure und Mesacon- 
siure geben diese Reaktion nicht. 
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ind Itaconsdure 
CH, —C .COOH 


CH,.COOH 

geben bei gleicher Behandlung braune Farbungen. -Walonsdure gibt 
eine mahagonifarbene, beim Verdiinnen mit  Essigsdureanhydrid 
oriin fluoreszierende Lésung!. Dagegen geben Glucose, Schleimsaure, 
Glutaminséure, Bernsteinséure, Asparaginséure, /-Oxybuttersaure, 
Milchséure, Glycerin, Glykolsiure und Oxalsaure keine derartigen 
Farbenreaktionen. Beim Versuch, das Pyridin durch Chinolin, Picolin, 
Lutidin, Nicotinsaure, Lutidinséure, Kainin und Thallin zu ersetzen, 
treten nur gelbe oder braune Farbenténe auf. 


Farbstoff aus Weinsaure. 


Zur Darstellung des Farbstoffs wurde |’, g feingepulverter Weinséure 
mit 15 cem eines Pyridin-Essigséureanhydridgemisches (3,5 : 1,5) 20 Mi- 
nuten im Wasserbade erwarmt. Nach Abkiihlen wurden 150 cem Ather 
hinzugefiigt. Der Farbstoff schied sich in groben dunkelgriinen Flocken 
aus, wurde abgenutscht, mit Ather gewaschen, in Pyridin wieder gelést 
und wieder mit Ather gefallt. Die Ausbeute betrug etwas tiber ein 
halbes Gramm eines griinen Pulvers. 

Der Farbstoff erwies sich unléslich in kaltem, nur sehr wenig léslich in 
heiBem Wasser, leicht léslich in Pyridin und Aceton, sehr wenig léslich in 
heiBem Ejisessig und Essig&ther und unldslich in Chloroform, Benzol und 
Petrolather. Beim Mischen mit Methylalkohol keine Veranderung; beim 
Kochen jedoch Entfarbung. Salzsiure und Natronlauge bewirkten Ent- 
farbung. Reduktionsmittel, wie Arsenik oder Natriumbisulfit, schienen 
keine Veranderung zu bewirken, wohl aber Oxydationsmittel. Permanganat 
in saurer Lésung entfarbte schon in der Kalte, Wasserstoffsuperoxyd erst 
unter Beihilfe von Katalysatoren. Doch gelang es nicht, zu kristallisierbaren 
Produkten zu gelangen; ebensowenig durch Bromeinwirkung. Konz. 
Salpetersdure léste zu einem gelben Produkt; mit Natronlauge Umschlag 
in Rotbraun, was vielleicht als Hinweis auf die cyclische Natur des Produktes 
gelten darf. Der sauerstoffgierige Farbstoff reduzierte sowohl ammoniakali- 
sche Silberlésung (Spiegel!) als auch Fehlingsche Lésung. 


Die Analyse (ausgefiihrt von Herrn Dr. Waclawek) eines zweimal 
aus Essigsiureanhydrid mit Benzol umgefallten Produktes ergab: 
Was die Deutung 





dieser Zahlen betrifft, C ..... 57,42 57,45 57,44 °, 
Ee eae ae ee eaten 3,46 331 3.38 ' 
© ist dic selbe schwierig, N* ahs 5.80 5,92 5.86 ° 
da die Molekulargee 9  ._.. 33,32 © 
wichtsbestimmung Mittel: | 100.00 


ger- Ras . . 
(nach Barg r Rast) auf * Zwei andere aus Essigsdureanhydrid mit Ather um- 
ein hohes Molekularge- _ gefallte Praparate geben Stickstoffwerte von 6,16) (Du- 
mas) und 5,86 und 5,92°/, (Kjeldahl) und etwas héhere 


wicht ber 2000 hin-  ¢ worte. 


1 Vgl. Beilstein, 1, 649, 1893, III. Aufl. 
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deutet. Die Annahme, daB je 3 Molekiile Weinséure mit 2 Molekiile: 
Pyridin und 1 Molekiil Essigséure unter Wasseraustritt zusammen 
treten, fiihrt zu einer, obige Zahlenwerte erfordernden Forme]! 


( ‘93 H, 6 Ne ( io: 


Es mahnt jedoch der nach dem Mikroverfahren von A. Friedrich und 


Rapoport durchgefiihite Versuch der quantitativen Essigsdureabs paltuny 


durch zweistiindige Destillation mit 25° ,iger Toluolsulfoséure zu: 
Vorsicht in der Beurteilung. Da die Formel einem Molekulargewicht von 
450 entspricht, das Molekulargewicht der Essigséure aber 60 betragt 
hatte die Destillation 12,5°, Essigsaéure liefern sollen, hat aber in Wirk 
lichkeit nur 9,1 bis 9,2° geliefert, also nur drei Viertel des erwartete: 
Wertes. 

Wir versuchten auch, ob der Farbstoff ein Additionsprodukt mit Nitro 
phenylhydrazin zu liefern imstande sei. Es ist dies auch tatsachlich der Fal! 
0,2 g des Farbstoffs wurden mit 0,5 g Nitrophenylhydrazin in 20 cem reinsten 
Pyridins gelést, eine Viertelstunde am Wasserbade erwarmt. Es wurde 
dann mit dem zehnfachen Athervolumen gefallt, der Niederschlag abzentri 
fugiert, mit Ather und Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Er bestand aus braungefarbten Koérnern, war schwer léslich in heiBem und 
kaltem Wasser, in Alkohol, Aceton, Ather, zerflo8 aber in Pyridin. Es gelang 
nicht, distinkte Kristallformen zu erzielen. Die Stickstoffbestimmung 
darin ergab 16,5 und 16,9°, und nach nochmaliger Behandlung mit Nitro 
phenylhydrazin 16,7 und 16,3°. Die Addition zweier Molekiile Nitro- 
phenylhydrazin an obige Formel (C,;H,gN.,O,9) unter Austritt von 2 Mole 
kiilen Wasser wiirde einen Stickstoffgehalt von nur 14,9 °, erfordern. Die 
Gewinnung eines Phenylhydrazons, Semicarbazons oder Oxims gelang nicht. 


Farbstoff aus Citronensiure. 


Darstellung. Je 0,5 g feingepulverter Citronenséure wurden mit 
15 cem eines Pyridin-Essigséuregemisches (3,5: 1,5) in einem kalten 
Wasserbade langsam angewarmt und sodann 20 Minuten lang bei Siede- 
hitze gehalten: Zuerst trat eine orange Verfarbung, dann aber eine 
schéne rote Farbung auf. Nach dem Abkiihlen wurde mit dem zehn 
fachen Athervolumen ausgefallt, der Niederschlag abgenutscht und 
(zur Beseitigung anhaftenden Pyridins) viermal mit Ather verrieben 
und wieder abgenutscht ; wobei etwas Farbstoff verloren ging. Trotzdem 
betrug nach neunmaliger Wiederholung der Prodezur mit je 0,5g 
Citronensaéure die Ausbeute immerhin mehr als 4 g des roten Farbstoffs 

Wurde Citronenséure durch Kochen mit Essigséureanhydrid in 
Lésung gebracht, und die abgekiihlte Lésung mit Pyridin versetzt, 
so trat schon in der Kalte die Farbenfolge Gelb-Orange-Rot auf. Die- 


! Diese Formel erfordert: (3 CyH,O, + 2C;H;N + C,H,O, — CO, 
8 H.O = C.,H,,.N;0,9), C 57,5, H 3,3, N 5,8, O 33,4%. 
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selbe Farbenfolge entwickelte in einem Citronensaure-Essigsaure- 
unhydrid-Pyridin-Gemenge sich auch, wenn auch nur sehr langsam, 
bereits in der Kalte. 

Eigenschajften des Farbstefis. Der Farbstoff erwies sich als ganz un- 
oslich in kaltem, wenig lOslich in heiiem Wasser: sehr leicht léslich in 
Aceton und aus dieser LOsung durch Wasser nicht fallbar; schwer léslich 
n kaltem, leichter in heiBem Essigester, besser léslich in Eisessig: in ver- 
diinnter Schwefelsaure selbst beim Erwarmen kaum lo6slich, dagegen in 
verdiinnter Natronlauge leicht léslich. Konzentrierte Salzsaure léste mit 
brauner Farbe. Der Farbstoff war aus Pyridin-Essigsiureanhydrid mit 
Benzol fallbar. Er erwies sich als sehr sauerstoffempfindlich; in einem mit 
Stickstoff gefiillten Exsikkator dagegen erwies er sich haltbar und noch 
hinterher mit violetter Farbe l6slich. 


Die Analyse des zweimal in Essigséure gelésten und mit Benzol 
gefallten, in Form eines amorphen roten Pulvers erhaltenen Farbstoffs 
ergab: 





ie 57,76 56,63 57,10 % 58,35 % 57,97 | 
1) Bee 3,04 3,16 3,40 % 3,07 % 3.70 
ers ea 2,35 * 2,23 * 2,29 2,26 % 225° 
0 36.91 % 36.32 °,, 36.08 ° 
Mittel: 100,00° 100,09 °,, 100.00 


* Kjeldahi unter Reduktion mit HJ nach Friedrich. 


Eine der einfachsten Deutungen dieses Befundes (und die Zahl 
der gegebenen Moéglichkeiten ist natiirlich eine sehr groBe) ware wohl 
etwa die: Wie bekannt, gelangt man von der Citronensdure durch Wasser- 
abspaltung zur Aconitsdure und von dieser durch Kohlensaure- und 
Wasserabspaltung zum Citraconsdureanhydrid : 


CH,.COOH CH,.COOGH CH, 
<a —H ” igs C— COOH CO, H,0 Cc .CO 

: O 
CH,.COOH CH .COOH CH.CO 


Durch Kondensation von 5 Molekilen Citraconsiureanhydrid 
mit 1 Molekiil Pyridin kénnte man nun etwa zu einer Verbindung 
C39 H3N O,, gelangen: 

5C;H,O, + C;H;N — H,O = C,,H,,N 0,,. 
Die zu den Analysenwerten besser stimmende Formel Cy, HN Oy, 
wiirde ein weiteres Minus von 4 Wasserstoffatomen bedeuten. 

Wir werden aber sicherlich gut daran tun, bei derartigen Deutungen 
groBe Vorsicht zu iiben, und dies um so mehr, als Versuche, das .Wolekular- 
gewicht des Farbstoffs nach Barger-Rast zu ermitteln, auf ein sehr hohes 


Molekulargeuicht nicht unter 2000 hinwiesen. Offenbar handelt es sich um 
Kondensationsvorgange kompliziertere r Art. 














O. Firth u. H. Herrmann: 

Gegen eine derartige Deutung miiBte auch eingewendet werden, dai 
sie keine Erklarung dafiir bietet, warum bei der Mikroacetylbestimmus 
nach A. Friedrich und Rapoport durch zweistiindige Destillation mit 25 ©, ige: 
Toluolsulfosaure ganz regelmaBige, wenn auch nur kleine Ausschlage zutag: 
traten (ein Praparat 4,3 und 4,5 °% , ein anderes 4,4 und 4,3 °, als Essigsaur 
berechnet), wobei ausdriicklich darauf hingewiesen werden mu, dat 
Citronensaéure fiir sich bei Kontrollbestimmungen keinerlei Blindwert: 
ergab. Im Hinblick auf den ausgesprochen sauren Charakter des Farbstoftfs 
versuchten wir, denselben in ein Kupfersalz zu iiberfiihren, indem wir ihn 
aus Pyridinl6sung mit Kupferacetatl6sung fallten, die griinlichbraurn 
Fallung sorgfaltig auswuschen und in einer N,-Atmosphire bei 100° trock 
neten. Dieselbe enthielt 20,3 und 19,93 °, Kupfer (die Formel Cy) Hyg N O,,Cu 
wiirde 17,1%, die Formel Cy)9H,;NO,,Cu, 23,6°, Cu erfordern). 


Schén kristallisierte Vorstufe des Farbstoffs. 


1 g Citronenséure wurde mit 20 ccm Essigséureanhydrid 20 Minuten 
lang im siedenden Wasserbade erhitzt, wobei eine olivengriine Farbung 
auftrat. Die Lésung wurde iiber Natronkalk ins Vakuum gestellt. Sehi 
langsam schieden sich im Verlaufe von vielen Tagen prachtvolle kugel- 
formige Rosetten aus, die aus dendritisch verastelten geschwungenen 
Nadeln zusammengesetzt erschienen. SchlieBlich war die Mutterlauge 
vollig verschwunden und das gesamte Reaktionsprodukt in eine homo- 
gene Kristallmasse umgewandelt, die durch wiederholtes Schiitteln 
mit Chloroform gewaschen und im Vakuum getrocknet, analysiert 
wurde. Sp. 127°. Die Kristalle erwiesen sich sowohl in Wasser, als 
in vielen organischen Lésungsmitteln léslich; doch fanden wir kein 
anderes Kristallisationsmittel als Essigsaureanhydrid. 

Die Mikroanalyse (Dr. Waclawek) ergab: 





Berechnet fiir 
Cs H10010 


OPA 36,98 36,10 36,09 °, 36,09 °,, 
Mm. 30s: ae oo ee 4,20 4,11 415% 3,76 ©, 
Nias eho BES os 59.76 °, 60,15 °,, 

Mittel: 100,00 °,, 100,00 °, 


a) Die analytische Zusammensetzung der Substanz steht derjenigen 
einer acetylierten Dioxycitronensdure CzH,)0,) nahe. 

b) Molekulargewichtsbestimmungen nach Barger- Rast deuteten auf 
ein Molekulargewicht um 200 herum hin. Der obigen Formel entspricht 
ein Molekulargewicht von 266. 

c) Die Mikroacetylbestimmung nach A. Friedrich und S. Rapoport 
durch Destillation mit 25°,iger Toluolsulfosaure ergab 18,1 und 18,3°, 
und bei einem anderen Préparat 17,6%. Eine acetylierte Dioxy- 
citronenséure sollte 22.5%, Essigséure liefern’. 

1 Das Minus an Essigsiure kénnte mdglicherweise durch eine Bei- 
mengung eines nicht acetylierten Saéurerestes verursacht sein. 
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d) Verseifungsversuch. 55,0 mg der Substanz, in wenig Wasser gelést 
i direkt mit NaOH titriert (Phenolphthalein), ergab einen Verbrauch 
von 7,0cem n/10 NaOH; mit einem Uberschu8 von 10 cem n/10 NaOH 
rekocht und zuriicktitriert einen weiteren Verbreuch von 1,5 cem 
n 10 NaOH: in Summe also 8,5 cem n/10 NaOH. 55 mg acetylierte Dioxy- 
citronensaure erfordert fiir Absattigung von drei Carboxylen und Abspaltung 


yon einem Molekiil Essigsaure 8,3 cem n/10 Essigsaure. 


Farbstoff aus Aconitsaure. 


Darstellung des Farbstoffs: 1g Aconitsiure (Kahlbaum) wurde mit 
einer Pyridin-Eisessig-Mischung (13:7) kurz aufgekocht. Es trat eine 
schone blauviolette Farbung auf. Der Farbstoff wurde durch Benzol- 
zusatz groBtenteils gefallt, durch zweimaliges Umfallen aus Essigsaure- 
anhydrid mit Benzol gereinigt und im Vakuum bei Zimmertemperatur 
getrocknet. 


Die Analyse (Dr. Waclawek) ergab: 





Analoger Berechnet fiir 
Farbstoff aus 
itronensdure CsyyH,;gNOyg CygHogNO, 


eae 58.47 5S.59 58.53 © 57.70 % 58,35 °,, 57,97 % 
Mita os 3,02 3,15 3,08 ° 3,10 % 3,07 % 3,70 © 
ae 2,04 2,12 2,08 % 2,29 2,26 2,25 © 
": ae 36.31 © 36.91 % 36,32 36,08 
Mittel: 100,90 ©, 109,00 °, 100,00 % 100,00 °,, 


Wie ersichtlich, steht dieser Farbstoff seiner analytischen Zusammen- 
setzung nach dem in analoger Weise gewonnenen Farbsto// aus Citronensdure 


sehr nahe. 


Der Farbstoff ist nur wenig léslich in Wasser, gar nicht in Ather, leicht 
in Methylalkohol und Athylalkohol. Die alkoholische Lésung ist weder 
durch Wasser, noch durch Ather, noch durch alkoholische Kupfer- oder 
Quecksilberacetatl6sung fallbar. Die Mikroacetylbestimmung ergab hier, 


. ‘ — : ; 4,1 
ebenso wie bei dem Farbstoff aus Citronensaure einen Wert von 44 4,2%. 


Um aus dem Farbstoff ein Nitrophenylhydrazon zu gewinnen, wurde 

» g davon in einer Lésung von 2'), g Nitrophenylhydrazin in 20 ecem geloést 

und 1 Stunde am Wasserbade unter N,-Durchleitung erwarmt. Nach 
dem Erkalten wurde mit Essigester gefallt (das Nitrophenylhydrazin als 
soleches wird aus Pyridin durch Essigester nicht gefallt). Das flockige, im 
Vakuum bei Zimmertemperatur getrocknete Additionsprodukt enthielt 
12,40 
12,37 


wiirde 11,0°, N erfordern. 


! 12,39 ,N. Ein Additionsprodukt C,)H,,NO,. (= N.NH.C,H;NO,), 


Auch diese Farbenreaktion ist ausgesprochen zweiphasiger Natur. 
Wir stellen das Verhalten der einschlagigen Reaktionen der Wein- 
saure, Citronenséure und Aconitsaure in iibersichtlicher Weise neben- 
einander: 
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Weinsdéure 


Erhitzt mit 6 
Essigsaurean- 
hydrid allein 


Erhitzt mit | Vor Erhitzen 6, 
Essigsaurean- |nach Erhitzen 


hydrid und Py- sofort griin. 
ridin Noch 10y geben 
eine = schwach 

gringelbe 


Farbung 


Im Lichte der 
Ultraviolett- 
Fluoreszenz- 

lampe gibt noch 

1 y merkliche 

gelbe_ F luores- 

zenz 


Erhitzt mit Gelb 
Benzoesaure- 
anhydrid und 
Pyridin 
Erhitzt mit é 
_ Phthalsaure- 
anhydrid und 
Pyridin 
Einfaches 6 
Schmelzen 
+ Pyridin 


Citronensaure 


Nach etwa5 Mi- 
nuten rosenrot 


Vor Erhitzen 
gelbe Verfar- 
bung; sofort 
nach Eintauch. 
ins Wasserbad 
tiefrotviolette 
Farbung. Noch 
10 y geben eine 
schwache Rosa- 
farbung 


Im Lichte der 
Ultraviolett- 
Fluoreszenz- 

lampe gibt noch 

1 y merkliche 

gelbe Fluores- 

zenz 


Schwache Rot- 
farbung 


Schwach rosa 


Aconitséure 


Nach Erhitzen 
erst blau, dann 
grin oder gelb- 
lich oder rotlich. 
Farben von nur 
maBiger Inten- 
sitat 
Vor Erhitzen 
tief orange Vor- 
firbung. Beim 
Erhitzen sofort 
dunkel blau- 
violett. 5 y gibt 
im Liehte einer 
Ultraviolett- 
Fluoreszenz- 
lampe gelbe 
F luorescenz, die 
selbst mit 1 7 
noch eben sicht- 
bar ist 


Intensive Rot- 
farbung 


Intensive Rot- 
farbung 


Intensive 
braunrote 
Farbung 


Sehén kristallisierte Vorstufe des Farbstoffs. 


Tricarballylsiu 


Erst bei li: 
gerem Erhi: 
zen eine si 
langsam ent- 
wickelnde 
himbeerrote 

Farbung 





3 g Aconitséure wurden mit 30 ccm Essigsiureanhydrid 20 Minuten 
lang in siedendem Wasserbade erhitzt. Es trat erst eine blaue, dann 
violette und schlieBlich rotgelbe Farbung ein. Das Reaktionsgemisch 
wurde in einer Kristallisierschale ins Vakuum tiber Natronkalk gestellt 
Nach einigen Tagen begann die Kristallisation schéner, aus geschwun- 
genen Nadeln zusammengesetzter Rosetten; nach 10 Tagen war die 
Kristallisation beendigt. Die Kristalle wurden durch wiederholtes 
Schiitteln mit Chloroform gereinigt und im Vakuum bei Zimmer- 
temperatur getrocknet. Sp. 117°. 
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Eine Probe der Kristalle in Aceton gelést und mit Essigsaéure- 
anhydrid versetzt, gab eine hellgelbe, prachtvoll fluoreszierende Lésung ; 
beim Erwarmen trat keine weitere Farbung ein. Bei weiterem Zusatz 
von Pyridin und Essigséureanhydrid trat eine intensive violettrote 
Farbung auf. 

Die Analyse (Dr. Waclawek) ergab: 





Berechnet fiir ein 
Aconitsdiureanhydrid 
2 OC, Hg Og—Hg 0 = Cy. Hi9 O14 


Be ate A 43,17 43,01 43,09 °,, 43,64 °., 
ee es 3,77 3,67 3,72 % 3,03 °,, 
O..-..; 53,19 °,, 53,33 %, 


Mittel: 100,00 °, 100,00 °,, 


) 


Die Analysenzahlen stehen also denjenigen eines Aconitsaéure- 
anhydrids ziemlich nahe. 

Die Mikroacetylbestimmung ergab in diesem Falle einen Nullwert. 
Verseifung mit n/l10 NaOH in wasseriger und alkoholischer Lésung 
ergab Werte, die von den direkten Titrationswerten der Aconitsaéure 
nicht wesentlich abwichen. Wiirde es sich also um ein Anhydrid oder 
Lacton handeln, so miBte es ein solehes sein, welches von Alkali schon 
in der Kalte aufgespalten wird. 

Wir méchten noch die Aufmerksamkeit auf die Tatsache hinlenken, 
daB die Aconitsdure mit threr doppelten Bindung weit mehr Neigung 
zur Farbstoffbildung aufweist, als die Weinséiure und die Citronenséure 
und daB sie auch die einzige dieser Séuren ist, die sich beim Schmelzen 
zu einem Produkt umwandelt, das direkt mit Pyridin ohne Mitwirkung 
von Essigsdureanhydrid einen Farbstoff liefert. 


Versuchen wir es nun, uns an der Hand der Literatur zurechtzulegen, 
welche Méglichkeiten fiir den chemischen Aufbau von Produkten be- 
stehen, welche aus den Wechselwirkungen von Dicarbonsdure (Wein- 
séure, Citronenséure, Aconitséure), Essigsdureanhydrid und Pyridin 
entstanden sind, so sehen wir alsbald, daB die Zahl der hier gegebenen 
theoretischen Méglichkeiten eine auBerordentlich groBe ist. 

So kann, was zuniachst das Essigsdureanh ydrid betrifft, die Acetylierung 
vorhandener alkoholischer Hydroxyle in Betracht kommen; und solche 
kénnen gerade bei Gegenwart von Pyridin fast momentan in Essigsaureester 
verwandelt werden!. Aliphatische Dicarbonséuren k6nnen durch Essig- 
siureanhydrid in Ketone und Anhydride iibergehen*. Die Zahl der Méglich- 
keiten wird aber durch die Neigung der Dicarbonséuren, in Substanzen mit 
doppelten Bindungen iberzugehen, auBerordentlich gesteigert! Nun kann 
aber (wie Wieland* am Beispiel des Bufotaliens gezeigt hat) eine sehr re 


1 Verley u. Bolsing, Ber. d. D. Chem. Ges. 34, 3354. 2 H. Meyer, 
Analyse- u. Konstitutionsermittlung, 5. Aufl., 8. 391, 1931. 7H. Wieland, 


Ber. d. D. Chem. Ges. 46, 3318, 1913. 
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aktionsfahige Doppelbindung mit Essigsaureanhydrid auch ohne Kata- 
lysatoren nach dem Schema 


R—CH- CH—R, 
0 COCH, 


COCH, 
reagieren. Manche Basen mit Ringstickstoff konnen nach Diels und 
Alder! mit Anhydriden von Dicarbonsauren ,,Addukte* bilden und zwar 
gilt dies nicht nur fiir Pyrrolbasen; sondern auch das Pyridin ist, wenn 
auch auf indirektem Wege, zu ahnlichem befahigt. Andererseits aber 
kénnen Dicarbonsauren, z. B. die Maleinséure, Pyridiniumbetaine? bilden; 
die Fumarsaéure vereinigt sich mit Pyridin zu einem  Bernsteinsaure- 
Pyridiniumbetain* HOOC—C|/ H—CH,—COO .N(C;H;). AuBerordentlich 
groB ist aber tiberdies die Zah! der Moéglichkeiten, die sich aus dem 
Dazwischentreten von Lacton- und Anhydridbildung ergeben. So haben 
Anschiitz und Sertram* Anhydroaconitséiuren studiert; Verkade® erhielt 
durch Erhitzen von Aconitséure mit Acetylchlorid Oxanhydroaconitsaéuren 


CH.COOH CH—CO 

C CO oder C€C.COOH 0 
oO 

CEC OH CH=—C—OH 


Nach Malachovski® kénnen aus Aconitsaiure und Essigsiure Anhydrid- 
Cis- und Transanhydride entstehen: 


Ox 
CoO CO H 

CO O 
Cc————-C. und C C 

| CH,—CO 
H CH,.COOH COOH 


Die Tricarballylsdure kann mit Essigsiiureanhydrid eventuell unter Kohlen- 
sdureabspaltung Produkte wie 


CH,.COOH 
CH,CO—CH 
CH,.COOH 


oder aber die Verbindung 
CH,.COOH 
| 
CH—-CO—O—OC.CH; 


CH,.COOH 

liefern? und dergleichen mehr. 

Vergegenwartigen wir uns diese kaum iibersehbare Fiille von 
Méglichkeiten, so miBte der Versuch, auf Grund der vorliegenden Beob- 

| O. Diels u. Alder, Liebigs Ann. 486, 211, 1931; 498, 24, 1932. — 
* Pfeiffer, Ber. d. D. Chem. Ges. 48, 1048, 1915. — * Lutz, Klein, Jirgensen, 
Liebigs Ann. 505, 307, 1933. 4 Anschiitz u. Bertram, Ber. d. D. Chem. 
Ges. 37, 3067, 1904. —- > Verkade, Rec. des Travaux Chim. Pays Bas 40, 


381, 1921; Chem. Centralbl. 1921, III, 616. — * Malachovski, Ber. d. D. 
Chem. Ges. 61, 2525, 1928. 7 Fettig, ebenda 30, 2145, 1887. 
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achtungen fiir die aus Weinsaure, Citronenséure und Aconitséure in 
Wechselwirkung mit Essigsiureanhydrid und Pyridin entstehenden, 
offenbar hochmolekularen Farbstoffe bestimmte Aonstitutionsformeln 
ableiten zu wollen, mehr als tibereilt. er miiBte geradezu als frivol er- 
scheinen. Es miBte, bevor man so weit ware, noch sehr umfangreiche 
Arbeit vorausgegangen sein. Wir tun sicherlich besser daran, das weitere 
Studium dieser neuen Kategorie von Farbstoffen anderen zu uberlassen, 
deren Arbeitsgebiete diesem naher liegen, als dies bei uns der Fall ist. 
Wir glauben uns darauf beschranken zu diirfen, unsere qualitativen 
und quantitativen Beobachtungen einfach mitzuteilen, hoffend, daB 
dieselbe fiir die Auffindung physiologisch bedeutsamer Dicarbonséuren 
in biologischem Material nicht wertlos sein diirften. 
Zusammenfassung. 

1. Die Weinsdure, Citronensdure und Aconitsdure geben beim Er- 
warmen mit Pyridin und Essigséureanhydrid schéne und sehr empfind- 
liche Farbenreaktionen, und zwar die Weinsaéure eine smaragdgriine, 
die Citronenséure eine karminrote, die Aconitséure aber eine schéne 
violettrote Farbung. Viele andere, in gleicher Weise gepriitte ali- 
phatische Dicarbonsaéuren geben nur braune oder gar keine Farbungen. 

2. Analysen dieser in Wasser und den meisten organischen Lésungs- 
mitteln schwerléslichen, in Pyridin und Aceton leicht léslichen Farb- 
stoffe, die, wie Barger- Rast-Bestimmungen lehrten, hochmolekularer 
Natur sind, lassen so viel erkennen, daB es sich um sauerstoffempfind- 
liche Kondensationsprodukte handelt, bei deren Entstehung Dicarbon- 
saure, Pyridin und Essigséureanhydrid mit beteiligt sind. 

3. Es handelt sich bei diesen Farbstoffbildungen um zweiphasische 
Vorgdnge, wobei erst aus der Dicarbonsaure unter Einwirkung von 
Essigsaureanhydrid eine Farbstoffvorstufe entsteht, die dann erst durch 
Einwirkung von Pyridin in einen Farbstoff umgewandelt wird. 

4. Es gelang, die Farbstoffvorstufen aus Citronen- und Aconitsdéure in 
schén kristallisierter Form, in zierlichen, aus dendritisch verzweigten 
Nadeln zusammengesetzten Rosetten, zu isolieren. Die Analysenwerte 
des Produktes aus Citronenséure entsprechen der Zusammensetzung 
C,H,,)0,, und ahnelt der einer acetylierten Dioxycitronenséure. Die Vor- 
stufe des Aconitfarbstoffs steht in ihrer analytischen Zusammensetzung 
einem Aconitsaureanhydrid C,,H,,0,, nahe. 

5. Die Empfindlichkeit dieser Farbenreaktionen ist eine sehr groBe 
und wird durch Beobachtung im Ultraviolettlicht einer Zeiss-Fluoreszenz- 
lampe noch derart gesteigert, daB man noch die Anwesenheit von | y 
der genannten Dicarbonséuren an ihrem gelben Fluoreszenzlicht er- 
kennen kann. Die Farbenreaktionen dirften sich also zur Auffindung 
dieser Sauren in biologischem Material eignen. 

Wir sind Herrn Dr. Waclawek fiir die uns durch Ausfiihrung zahlreicher 
Analysen geleistete sehr wertvolle Beihilfe zu Dank verpflichtet. 
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